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RESUMO 
As cianobactérias habitam os mais variados tipos de ecossistema e apresentam 
grande importância econômica e ecológica. No entanto, são motivo de preocupação em 
casos de crescimento massivo. Alguns dos metabólitos secundários destas bactérias são 
tóxicos, chamados cianotoxinas. As microcistinas (MC) são a classe mais abundante de 
cianotoxinas e algumas de suas variantes apresentam alta toxicidade, principalmente para o 
fígado. O limite regulamentar de concentração dessas toxinas na água é de 1 µg/L. Portanto, 
é necessário que sejam desenvolvidos métodos seletivos e sensíveis para o monitoramento 
de microcistinas. Este estudo explora o uso das derivatizações moleculares como 
ferramenta-chave para o desenvolvimento de novas estratégias analítica de cianotoxinas. O 
projeto tem como objetivo a síntese de um probe óptico para que seja adicionado à porção 
Mdha das MC. Também, pretende-se sintetizar padrões internos que possam ser 
empregados em rotinas analíticas. 
Inicialmente, extraiu-se as MC de amostras de água da represa Billings e identificou-
se as principais variantes. Determinou-se a proporção das MC no período de fevereiro de 
2013 a julho de 2014 e, com isso, pôde-se relacionar esses dados com a composição de 
cianobactérias no mesmo período. A análise estatística revelou uma sólida dependência 
entre a produção de MC-LR e a dominância da espécie Planktothrix isothrix, um 
comportamento inédito até então. 
Com a intenção de aprimorar a sensibilidade dos métodos de LC-MS envolvendo ESI, 
foram feitos estudos que apontaram para maior ionização das microcistinas quando 
utilizado ácido acético 10 mmol/L como aditivo na fase móvel de análises por LC-MS.  
Foi estabelecido um procedimento de esterificação das microcistinas e com isso 
preparou-se os padrões internos (PI). Entretanto, parte dos PI gerados por 
monoesterificação e todos os gerados por diesterificação falharam na tentativa de 
derivatização com o 2-mercaptoetanol e não podem ser usados para o desenvolvimento 
analítico proposto. 
O probe óptico foi sintetizado e se mostrou eficiente como nucleófilo de Michael em 
experimentos feitos com moléculas análogas à porção Mdha das MC. O probe possui 
absorção máxima em 244 nm e pode aumentar a sensibilidade das MC frente a detectores 
ópticos. Apesar das baixas estabilidade e solubilidade em meio aquoso, o probe pode ser 
considerado uma plataforma inicial que pode ser modificada a ponto de se obter sondas 
moleculares com maior absorção e solubilidade. 
 
Palavras-chave: 1. Microcistinas. 2. LC-MS. 3. Desenvolvimento Analítico. 4. Probes Ópticos. 
5.Derivatização. 
 
ABSTRACT 
The cyanobacteria inhabit different ecosystems and have substantial economic and 
ecological importance. However, they are a matter of concern when there is a massive 
growth of these organisms. Some secondary metabolites of these bacteria are toxic, named 
as cyanotoxins. Microcystins (MC) are the most prevalent class of cyanotoxins and some of 
its variants have shown high toxicity, mainly to the liver. The regulatory concentration limit 
of these toxins in water is 1 µg/L. Therefore, the microcystins monitoring requires the 
development of selective and sensitive methods. This study intends to explore the molecular 
derivatization as a key-tool to develop new analytical approaches of cyanotoxins. The project 
aims the synthesis of an optical probe to be added to the mycrocistin’s Mdha portion and 
the preparation of internal standards to be employed in analytical routines. 
Initially, MC were extracted from Billings Reservoir samples and the principal variants 
were identified. It was determined the MC proportion from February 2013 to July 2014 and 
correlated to the cyanobacteria composition in the same period. The statistical analysis 
highlighted a solid dependence between the production of MC-LR and the dominance of 
Planktothrix isothrix species, an unprecedented behavior until then. 
In order to improve the sensitivity of LC-MS methods involving ESI, we observed the 
improvement of microcystins ionization when acetic acid 10 mmol/L was used as additive in 
the mobile phase for LC-MS analysis. 
Microcystins esterification procedure was established and there were prepared the 
internal standards (IS). However, part of IS-monomethyl ester and all IS-dimethyl ester 
prepared have failed to derivatization essays with 2-mercaptoethanol and were not used for 
the proposed analytical development. 
The optical probe was synthesized and it was efficient as Michael's nucleophile in 
experiments with analogous molecules to the MDHA portion of MC. The probe showed 
maximum absorption at 241 nm and could increase the sensitivity of MC in optical detectors. 
Despite the low stability and solubility in aqueous media, the probe may be considered an 
initial platform that can be modified to lead to molecular probes with greater absorption and 
solubility. 
 
Keywords: 1. Microcystins. 2. LC-MS. 3. Analytical Development. 4. Optical Probes.  
5. Derivatization.  
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1. INTRODUÇÃO 
1.1. CIANOBACTÉRIAS 
Cianobactérias (Figura 1) são seres procarióticos de grande diversidade morfológica, 
cuja plasticidade metabólica permite que habitem os mais variados ecossistemas, tais como: 
lagos, mangues, rios, bacias, canais de irrigação, águas salobras e marinhas, lagos salgados, 
lagos antárticos e até rochas desérticas1-3. Tais organismos são considerados os primeiros 
seres vivos a desenvolver habilidades fotossintetizantes, contribuindo com importantes 
processos geoquímicos do planeta terra4. O fato de serem fotoautotróficos - dependerem 
apenas de água, dióxido de carbono, luz e algumas moléculas inorgânicas - faz com que 
sejam até hoje as bactérias dominantes em seu habitat em determinadas épocas do ano5-7.  
 
Figura 1: Floração de cianobactérias ocorrida na represa Billings. Foto fornecida por Felipe Moutinho 
(Fev/2016). 
Esses organismos foram primeiramente observados no século XVIII8, e identificados 
como potenciais agentes tóxicos em 18789. Entretanto, uma história chinesa da dinastia Han, 
há cerca de 1000 anos, conta o relato do general Zhu Gen-Ling que perdeu tropas por 
envenenamento após beberem a água de um rio que apresentava coloração verde em uma 
campanha militar no sul da China. Esse pode ser um dos mais antigos relatos de 
contaminação causada por cianobactérias10. 
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As cianobactérias possuem características semelhantes às algas10, muitas vezes 
compartilhando o mesmo habitat. Embora classificadas como algas até o fim da década de 
setenta – foram inicialmente denominadas algas azuis - e serem alvo de estudo da botânica, 
as cianobactérias se diferem por serem procarióticas (diferentemente das algas), portanto 
pertencentes ao domínio Bacteria11, 12. A taxonomia das cianobactérias é, ainda hoje, alvo de 
estudo e debate no meio científico, visto que o advento da biologia molecular trouxe à tona 
os erros causados por uma classificação puramente morfológica7, 13. Estima-se que 50 % das 
linhagens de cianobactérias por todo o mundo foram erroneamente classificadas14. 
As cianobactérias possuem papel fundamental na ecologia terrestre. Estima-se que 
sejam responsáveis por 30% da produção primária global, principalmente nos oceanos, o 
que as torna grandes consumidoras de CO2 atmosférico. Algumas espécies de cianobactérias 
possuem vesículas de ar que as permitem se alocar proximamente à superfície, propiciando 
maior exposição solar e acesso ao gás carbônico, garantindo maior crescimento de sua 
comunidade15. Além disso, as algumas espécies de cianobactérias são fixadoras de N2 e usam 
a enzima nitrogenase para reduzir o nitrogênio de sua forma inerte, o gás nitrogênio, para 
sais de amônio que são biodisponíveis aos demais níveis da cadeia trófica. Acredita-se que 
esses organismos sejam a maior fonte de nitrogênio combinado do sistema marinho7, 16. Tais 
bactérias têm grande importância econômica, podendo ser utilizadas na confecção de 
biofilmes17, na produção de biocombustíveis via digestão anaeróbica4, 18-20, como alimento 
para culturas aquáticas19, na área de biorremediação19, 20 e fermentação ou como 
produtoras de compostos bioativos, bioplástico, biofertilizantes20, etc. 
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Figura 2: Cianobactérias mais comuns em água doce: (1) Anabæna (2)Microcistys (3) Cylindrospermopsis. 
Observa-se a diversidade morfológica das cianobactérias
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Por possuírem alta plasticidade metabólica (Figura 2), as cianobactérias produzem 
uma gama de metabólitos secundários – aqueles metabólitos que não estão envolvidos no 
metabolismo primário das células, por exemplo, divisão celular e via glicolítica22. Dentre 
estes metabólitos se encontram as cianotoxinas (Figura 3), moléculas produzidas por 
algumas espécies de cianobactérias e que constituem um perigo à vida de animais e seres 
humanos22, 23. As cianotoxinas, com algumas exceções, são moléculas intracelulares, sendo 
liberadas no ambiente em casos de lise das bactérias15(Tabela 1). 
Tabela 1: Principais cianotoxinas encontradas em ambientes dulcícolas24 
TOXINA CIANOBACTÉRIA 
MECANISMO DE 
TOXICIDADE 
Microcistinas 
Dolichospermum (Anabaena), 
Anabaenopsis Aphanocapsa, Arthrospira, 
Hapalosiphon, Microcystis, Nostoc, 
Oscillatoria, Planktothrix, Snowella, 
Synechocystis, Woronichinia 
Promotor de 
tumor hepático, 
inibidor de 
fosfatases 
Nodularina Nodularia Hepatotoxina 
Cilindrospermopsina 
Dolichospermum (Anabaena), 
Aphanizomenon, Cylindrospermopsis, 
Raphidiopsis, Umezakia 
Inibidor da síntese 
proteica 
Saxitoxina 
Dolichospermum (Anabaena), 
Aphanizomenon, Cylindrospermopsis, 
Lyngbya, Planktothrix 
Bloqueador de 
canais de sódio 
Anatoxina-a(s) Dolichospermum(Anabaena) 
Inibidor de 
colinesterase 
Anatoxina-a 
Dolichospermum(Anabaena), 
Aphanizomenon, Arthrospira, 
Cylindrospermum, Microcystis, Oscillatoria, 
Phormidium, Planktothrix, Raphidiopsis 
Agonista nicotínico 
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Por esta razão, ainda que de grande importância ecológica e econômica, as 
cianobactérias são um preocupante problema ambiental quando apresentam crescimento 
massivo, processo denominado floração (mais conhecido pelo termo em inglês: bloom). A 
presença das cianobactérias em corpos hídricos é crescente devido a um aumento na oferta 
de nutrientes (fósforo e nitrogênio), processo chamado de eutrofização, que na maioria das 
vezes é causado por interferência antrópica1, 2, 6, 21, 25, 26. A ocorrência de florações de 
cianobactérias tem sido reportada em muitos países21, 25-28 e é bem documentada no Brasil5, 
29-34. Tal situação fez com que a organização mundial da saúde classificasse as cianobactérias 
como um problema de saúde emergente1, 10. 
 
 
Figura 3: Exemplos de toxinas produzidas por cianobactérias: nodularina, microcistina, anatoxina-a, 
homoanatoxina-a, anatoxina-a(s), saxitoxina e cilindroespermopsina. 
As cianotoxinas documentadas até o momento incluem neuro, dermato e 
hepatotoxinas, divididas em três grupos: alcaloides, lipopolissacarídeos e peptídeos cíclicos 
(Figura 3). Esta última classe inclui as microcistinas (MC), a mais prevalente classe de 
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cianotoxinas10, 28. Não se sabe ao certo porque as cianobactérias produzem as toxinas, o 
mais provável é que desempenhem alguma função no crescimento das florações e na 
competição com outros microorganismos que ocupem o mesmo nicho23. 
1.2. MICROCISTINAS 
As microcistinas (MC) são heptapeptídeos cíclicos contendo dois aminoácidos 
variáveis na posição 2 e 4 e dois não usuais, o ácido 3-amino-9-metóxi-2,6,8-trimetil-10-
fenildeca-4,6-dienoico (Adda) e a N-metildehidroalanina (Mdha). Em geral as microcistinas 
apresentam a estrutura Ala-2-isoMeAsp-4-Adda-isoGlu-Mdha, sendo que os aminoácidos 
substituintes das posições 2 e 4 conferem nome à microcistina. Por exemplo, a MC-LR possui 
uma leucina (L) e uma arginina (R) nas posições 2 e 4 respectivamente (Figura 4). 
Modificações menos comuns podem ser encontradas em qualquer outra porção das 
microcistinas, como demetilação, principalmente nos aminoácidos 3 e 735, 36. Ao todo, 
aproximadamente 130 variantes de microcistinas já foram descritas até o momento24.  
 
Figura 4: Estrutura química da MC-LR com numeração dos aminoácidos. Substituições nas posições 2 e 4 para 
as variantes estruturais mais comuns também são demonstradas 
As microcistinas constituem uma das classes mais importantes de cianotoxinas, 
agindo como inibidoras das fosfatase 1 e 2A, promovendo tumores hepáticos, processos 
apoptóticos e morte celular. O mecanismo de inibição das MC inicialmente envolve a 
interação intermolecular do resíduo Adda com porções hidrofóbicas das fosfatases, seguido 
da reação irreversível dos resíduos de cisteína destas proteínas com a porção Mdha, que 
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possui uma insaturação ,-conjugada à carbonila. Essa ligação é feita através da adição 1,4 
resultante do ataque nucleofílico do tiól da cisteína à dupla ligação conjugada da Mdha15.  
Embora o fígado seja o órgão mais afetado e principal alvo de ação das MC, outros 
órgãos também podem ser prejudicados devido a uma exposição crônica a tais toxinas. 
Análises in vitro mostram que a função de alguns tipos de leucócitos humanos é alterada a 
baixas concentrações de MC. A presença de microcistinas no ambiente também pode causar 
irritação na pele, quando há contato recreativo com água contaminada, ou problemas 
gastrointestinais de moderados a severos, quando essa água é ingerida23, 34. 
As microcistinas podem ser encontradas globalmente em ambiente dulcícola e 
marinho15. Estudos mostram a produção de microcistinas e nodularinas por cianolíquens 
colhidas em diferentes partes do globo37, e de microcistinas e anatoxina–a(s) por 
cianobactérias presentes em desertos no Catar, trazendo um alerta para o risco de 
contaminação por inalação de areias contaminadas em episódios de tempestade de areia. 
Outras formas comuns de intoxicação por cianotoxinas são ingestão, contato dérmico ou 
inalação de aerossóis e gotículas de água contaminada, que muitas vezes ocorrem por 
simples contato recreativo10, 38.  
Em São Paulo - SP, a qualidade da água do reservatório Billings, um dos maiores na 
região metropolitana da cidade, tem sofrido deterioração devido ao despejamento de 
rejeitos39, 40. Tal fato resulta em eutrofização da represa e vários autores reportam a 
presença de microcistinas e outras cianotoxinas na Billings33, 34, 41, 42. Visto que o reservatório 
tem papel estratégico na distribuição de água da cidade, há uma demanda pelo 
monitoramento de microcistinas e outras cianotoxinas na represa Billings. 
As cianotoxinas estão envolvidas em casos de intoxicação de animais domésticos, 
aquáticos e de seres humanos10, 35, 43 . Sabe-se que peixes, moluscos e outros frutos do mar 
acumulam microcistinas em seus tecidos e o consumo desses animais é uma potencial via de 
contaminação em44. Em estudo feito por Chen e colaboradores, foi realizada a primeira 
descrição de um caso de contaminação de seres humanos por exposição crônica a águas 
contaminadas45. 
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O caso mais conhecido de contaminação por microcistinas ocorreu no Brasil em 
1996, em Caruaru – PE. Naquela ocasião cerca de 130 pessoas foram contaminadas e 
aproximadamente 70 vieram a óbito após receberem tratamento de hemodiálise. Análises 
mostraram presença de cilindrospermopsina e microcistina no carvão ativo usado na 
filtração do sistema de purificação de água usado no hospital e as MC também foram 
detectadas no sangue e no fígado dos pacientes afetados46. 
A OMS e o Ministério da Saúde, através da Portaria 291444, estabelecem que a 
concentração limite de MC em água de consumo humano deve ser de 1,0 µg/L47, 48. Tal limite 
exige que os métodos de análise das microcistinas sejam sensíveis e confiáveis, fornecendo 
limites de detecção e quantificação adequados.  
1.3. ANÁLISE DE MICROCISTINAS 
São necessários métodos sensíveis e confiáveis para que as microcistinas sejam 
quantificadas adequadamente. Muitos métodos analíticos foram desenvolvidos para a 
determinação das microcistinas, incluindo métodos biológicos e químicos49. Dentre os 
métodos biológicos, destacam-se os bioensaios em ratos, ensaios de inibição das fosfatases 
1 e 2 e o método ELISA (enzyme linked immunosorbent assay). Os métodos químicos mais 
utilizados são a cromatografia líquida com detecção ultravioleta utilizando arranjo de 
fotodiodo (HPLC-PDA) e a cromatografia líquida acoplada à espectrometria de massas (LC-
MS)34, 50. 
1.3.1. MÉTODOS BIOLÓGICOS 
O bioensaio em camundongos é adotado principalmente para avaliar a toxicidade de 
amostras compostas por toxinas desconhecidas em mamíferos. Esses ensaios também são 
utilizados para estudo do mecanismo de ação das toxinas15. Nessas análises, injeta-se o 
analito intraperitonialmente e avalia-se os sintomas apresentados pelos roedores. A partir 
desses testes, definiu-se que a DL50 da MC-LR está entre 50-100 µg/Kg (massa da 
toxina/massa corporal), sendo que valores abaixo de 100 mg/Kg são considerados de alta 
toxicidade51. Sabe-se que os pacientes afetados no caso de Caruaru em 1996 apresentavam 
concentrações de MC no fígado similares aos valores dos ratos que tiveram danos hepáticos 
severos46, o que mostra que a extrapolação dos valores de ratos para seres humanos é 
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eficiente. Entretanto, os bioensaios, sendo em ratos ou outros animais, apresentam 
importantes problemas éticos devido ao sofrimento e morte de animais. Além disso, 
apresentam baixa especificidade, sensibilidade, reprodutibilidade; não são quantitativos e 
não podem atender a uma demanda frequente de rotina de análises e monitoramento de 
qualidade de água52. 
Os protocolos por inibição de fosfatases PP1 e PP2A também dão indicativos acerca 
da toxicidade das MC e são potenciais candidatos a substituir os bioensaios. Essas análises 
apresentam baixos limites de detecção. Porém, essa é uma técnica dispendiosa, com baixa 
especificidade, falhando em discriminar as variantes de MC, além de, muitas vezes, fornecer 
resultados falso-positivos devido à detecção de outros inibidores de fosfatase, como o ácido 
ocadaico, a tautomicina e a caliculina A53. 
 
Figura 5: Esquema do funcionamento da técnica de ELISA. A: no tipo “Sanduíche”, anticorpos de captura são 
imobilizados e se ligam aos antígenos. A detecção é feita através de um segundo anticorpo marcado. B: No tipo 
captura de antígeno, as toxinas são previamente marcadas e se ligam aos anticorpos de captura imobilizados. 
C: Na análise direta, os antígenos são imobilizados e se ligam a anticorpos marcados 
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A análise pela técnica ELISA é feita através da reatividade entre as microcistinas e 
anticorpos mono ou policlonais (Figura 5). Muitas MC já possuem anticorpos desenvolvidos 
para um ou mais de seus epítopos15, 55, 56. Esta é uma técnica com alta sensibilidade, sendo 
que foram reportados limites de detecção na ordem de picogramas por mililitro em ensaios 
para a MC-LR, valor bem abaixo do limite estabelecido pela OMS57, 58. Quando um anticorpo 
é desenvolvido para uma microcistina, avalia-se a reatividade cruzada com outros tipos de 
microcistinas para que a análise seja extrapolada para a maior faixa de MC. Todavia, não são 
incomuns casos de falso-positivos ou subestimação da concentração das MC devido a 
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diferentes reatividades cruzadas. Além disso, essa técnica apresenta pouca especificidade, 
pois não há como distinguir os tipos de microcistinas que estão sendo detectadas55, 58, 59. 
1.3.2. MÉTODOS QUÍMICOS 
O método químico mais utilizado para varredura e quantificação de microcistinas é a 
análise por cromatografia líquida com coluna de fase reversa (RP-HPLC). A forma de 
detecção mais difundida é a detecção de radiação ultravioleta (UV) através de detectores do 
tipo arranjo de fotodiodos (HPLC-PDA). Outras formas de detecção têm sido cada vez mais 
difundidas, como a espectrometria de massas (MS) e a derivatização seguida por detecção 
por fluorescência.  
A porção Adda das microcistinas é o principal cromóforo dessas toxinas, conferindo à 
maioria delas um máximo de absorção em aproximadamente 238 nm. A exceção são as MC 
que contêm o aminoácido triptofano, que possuem máximo de 222 nm (Figura 6).  
 
Figura 6: (a) Absorbância típica para a maioria das microcistinas (nesse exemplo MC-LR); (b) absorção típica 
para microcistinas que contêm triptofano (nesse exemplo MC-WR)
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Em estudo de Lawton e colaboradores50, foi desenvolvido um método de extração e 
análise para variantes de MC e para a toxina nodularina, a fim de analisar toxinas intra e 
extracelulares. Neste trabalho, desenvolveu-se um procedimento de extração de biomassa 
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filtrada a partir de 1 L de amostra de água. A extração foi feita com MeOH, seguido por 
evaporação e concentração da amostra em cartucho de extração em fase sólida de fase 
reversa (C18). Ao final a amostra foi ressuspendida em 250 µL de MeOH, ou seja, foi 
concentrada 4.000 vezes. 
Os autores desenvolveram o método de análise via HPLC-PDA utilizando água e 
acetonitrila (ACN) na fase móvel com adição de ácido trifluoroacético 0,05% em ambas a 
fases, utilizando coluna de fase reversa C18. Conseguiram com isso chegar no método 
multianalítico de monitoramento de 9 variantes de MC e da nodularina. Essa foi a primeira 
publicação que descreve um método de extração e análise via HPLC-PDA para 
monitoramento silmultâneo de variantes de MC50.  
Embora análises por HPLC-PDA sejam as mais difundidas, essa técnica não possui a 
sensibilidade adequada para análises que atendam a concentração mínima sugerida pela 
OMS. Dessa forma, é necessário que as amostras sejam concentradas em análises de MC por 
esta técnica50. A absorção em 238 nm não é suficientemente específica de modo a evitar que 
haja resultados ambíguos, visto que as microcistinas estão inseridas em uma matriz biológica 
complexa e que pode causar interferências. Além disso, tais análises são limitadas pela falta 
de padrões analíticos comercialmente disponíveis (que são cerca de 20)52, 60, 61 e por não 
apresentarem equivalência com a toxicidade da amostra, visto que muitas microcistinas 
possivelmente tóxicas podem deixar de ser analisadas por não estarem dentro do limite de 
detecção58, 59. 
Análises de microcistinas por espectrometria de massas foram, juntamente com 
análises por RMN, as grandes responsáveis por elucidar estruturalmente essas e outras 
cianotoxinas, tal como as nodularinas. Modos de detecção do tipo monitoramento de íon 
selecionado (SIM) e monitoramento de reação selecionada (SRM)62, juntamente ao 
acoplamento do espectrômetro a um cromatógrafo líquido, conferem a esta técnica a 
seletividade necessária para que as microcistinas sejam identificadas e diferenciadas, mesmo 
quando ocorre coeluição52, 63.  
O modo de detecção SIM consiste em condicionar o equipamento para que monitore 
apenas um íon específico. O modo SRM é mais seletivo, pois o equipamento monitora a 
presença de um íon precursor e um íon fragmento simultaneamente. As microcistinas 
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apresentam um fragmento caraterístico de m/z 135 proveniente de uma clivagem alfa na 
porção Adda, sendo esse o fragmento mais utilizado para análises por SRM (Figura 7).  
 
Figura 7: Fragmento de m/z 135 proveniente de uma clivagem alfa no resíduo Adda
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Os estudos envolvendo análise de MC através de espectrometria de massas se 
iniciaram no começo da década de 9064, 65. Desde então, várias metodologias analíticas 
foram desenvolvidas para análises hifenadas entre cromatografia líquida e espectrometria 
de massas (LC-MS), tendo como principal fonte de ionização o eletrospray (ESI-MS) e 
principal detector do tipo triplo-quadrupolo (QqQ).  
Em um de seus trabalhos, Frias e colaboradores utilizam ESI-MS/MS para a 
caracterização de microcistinas extraídas da represa Billings. Os autores separaram e 
purificaram as MC via RP-HPLC e analisaram as amostras em injeções diretas no 
equipamento de ESI-MS/MS. Com o estudo de fragmentação, conseguiram elucidar 
estruturalmente as MC presentes na represa: MC-RR, MC-YR, MC-LR e a MC-hRhR 
(homoarginina nas posições 2 e 4), nunca antes descrita34. 
Atualmente, análises estão sendo desenvolvidas com o uso de técnicas mais 
modernas de ionização e detecção. Flores e Caixach obtiveram ótimos resultados ao aplicar 
ESI-orbitrap-MS e MALDI-TOF/TOF-MS para análises de MC66. 
Embora a espectrometria de massas seja uma alternativa analítica com alta 
seletividade e eficiência, ainda não é a técnica instrumental de escolha em função do custo e 
das necessidades operacionais, o que a torna uma opção inviável em regiões com menor 
poder aquisitivo55, 59.  
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Em suma, verifica-se que nenhuma das diversas técnicas analíticas para as 
microcistinas, sendo elas químicas ou biológicas, conseguem fornecer sensibilidade, 
abrangência e seletividade necessárias para que seja eleita como técnica de escolha para 
análises quantitativas e qualitativas. Em 2006, a revisão de Msagati forneceu um panorama 
sobre a relação da sensibilidade e seletividade dos principais métodos de análises para MC 
(Figura 8)55. 
 
Figura 8: Gráfico de barras relacionando a sensibilidade com a seletividade dos principais métodos analíticos. 
Em cinza estão os métodos biológicos. A: bioensaios em ratos. B: cromatografia de camada delgada (TLC). C: 
espectrometria de massas (MS). D: ressonância magnética nuclear (RMN). E: método de geração de MMPB 
(Tópico 1.5). F: HPLC-PDA. G: LC-MS. H: análise por inibição de fosfatases. I: ELISA
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1.4. PROCESSAMENTO DE AMOSTRAS 
Associados a métodos seletivos e sensíveis, é necessário que sejam realizados 
procedimentos de extração de microcistinas em coletas de florações para que as toxinas 
sejam ao máximo separadas da matriz em que se encontram, pois ela pode causar 
interferências nos resultados obtidos. Visto que a matriz biológica em que as MC estão 
inseridas é uma matriz complexa e considerando a dificuldade em isolar essas toxinas de 
todos os interferentes presentes no meio, é necessário que sejam feitas várias etapas para o 
clean-up das amostras. Um exemplo de interferente são os pigmentos produzidos pelas 
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cianobactérias e que absorvem energia em diferentes faixas do UV-Vis34. Além da eliminação 
do efeito matriz, as microcistinas precisam ser concentradas, o que demanda maior 
quantidade de etapas no processamento das amostras, gerando assim outras fontes de 
incerteza.  
De fato, sabe-se que os métodos atuais de preparo de amostras são eficazes para a 
detecção de microcistinas dissolvidas na água, porém pouco eficientes quando aplicadas a 
outras matrizes. Wang e colaboradores identificaram que as MC são facilmente adsorvidas 
em sedimentos, porém as extrações com solventes conseguem recuperar somente parte das 
toxinas. Também são ignoradas MC ligadas a proteínas, que geralmente compreendem a 
maioria das microcistinas encontradas em amostras de fígado, chegando, em alguns casos, a 
constituir a totalidade das toxinas no tecido60. Em levantamento feito por Suchy e Berry 
verifica-se que métodos baseados na extração de MC com solventes e posterior 
concentração resultam em considerável subestimação da quantidade de microcistinas 
devido à perdas nos processos67.  
A técnica mais utilizada para a padronização de métodos em bioanalítica é o uso de 
padrões internos (PI)68. Esta é uma estratégia eficiente para a correção dos desvios 
resultantes do processo de extração, variações no volume de injeção e eventuais alterações 
de sensibilidade. 
Os PI devem apresentar características físico-químicas semelhantes ao analito para 
que se comportem de maneira equivalente nos procedimentos analíticos a que são 
submetidos. Esses PI são adicionados à amostra contendo o analito e dessa forma é possível, 
através da proporção entre o padrão interno adicionado antes da extração e padrão interno 
presente após a extração, estimar a concentração inicial do analito presente na amostra 
antes que esta tenha sido submetida aos procedimentos de extração. 
Compostos marcados com isótopos estáveis são considerados os padrões internos 
ideais, porém análogos e outros derivados sintéticos são empregados para desempenhar 
esta função com frequência. 
A modificação estrutural do analíto de interesse é uma estratégia para preparar um 
padrão interno. No caso das microcistinas, o uso do 3-mercaptopropanol como derivatizante 
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foi recentemente estudado35, porém a eficiência de recuperação do mesmo durante 
extração e análise não foi investigada suficientemente para recomendar seu uso em rotinas 
bioanalíticas. Há estudos sobre derivatização a partir da cisteína e da glutationa69, 70, porém 
as moléculas resultantes são consideradas substâncias endógenas e não podem ser usadas 
como PI. 
1.5. DERIVATIZAÇÃO DE MICROCISTINAS 
A derivatização de moléculas é uma estratégia conhecida em análises por métodos 
cromatográficos e de espectrometria de massas, principalmente quando se trata de 
biomoléculas. A derivatização de um composto pode ter o objetivo de aumentar sua 
estabilidade, melhorar sua ionização e separação cromatográfica, diminuir a interferência 
matricial, aumentar a absorção ou a emissão em técnicas ópticas, etc71, 72.  
A derivatização de microcistinas tem sido abordada como uma estratégia auxiliar 
para o desenvolvimento de métodos analíticos para estas cianotoxinas. Alguns autores 
reportam a oxidação da porção Adda e quantificação do ácido 2-metil-3-metoxi-4-
fenilbutanoico (d) gerado como forma de determinação de microcistinas totais (Figura 9). 
Essa estratégia foi primeiramente descrita por Sano e col.73, utilizando KMnO4 + NaIO4 como 
agentes oxidantes. Para análises de GC-MS o ácido era esterificado na forma de metil éster. 
A reação teve rendimento de 84% e as quantificações foram feitas via GC-MS (na escala de 
pmol) e HPLC com detecção por fluorescência (na escala de fmol), marcando o ácido d com 
trifluorometanosulfonato de 2-(2,3-Naftalimino)etila (e - Figura 10). O rendimento foi 
prejudicado pelos procedimentos de extração e a metodologia não se tornou a 1ª de escolha. 
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Figura 9: Esquema da oxidação de MC gerando a molécula d. 
Harada, juntamente de seus colaboradores, desenvolveu um método de oxidação de 
MC via ozonólise, obtendo reações mais limpas, sem necessidade de extração, fornecendo 
resultados com menos formação de subprodutos que os obtidos por Sano. O ácido d 
deuterado foi utilizado como PI em análises por EI-GC-MS e obteve-se o limite de 
quantificação de 14 pmol74.  
O procedimento de oxidação das MC e quantificação do ácido d tem sido testado 
para análises de sedimentos, que adsorvem as microcistinas e dificultam sua extração. Wang 
e col. desenvolveram um método em que o ácido d era gerado a partir de amostras de 
sedimentos, derivatizado com 1,2-Benzo-3,4-dihidrocarbazol-9-etil-p-toluenosulfonato (f) e 
analisado via HPLC com detecção por fluorescência. Embora tenham desenvolvido um 
método com rendimento constante de 35% na obtenção do ácido d, e com um limite de 
detecção de 100 ng/g de sedimento, não detectaram MC em amostras reais de sedimentos, 
o que foi justificado por uma possível degradação causada por bactérias60. 
No geral as metodologias de quantificação via geração de d fornece bons limites de 
quantificação, principalmente quando derivados por moléculas fluorescentes. No entanto, 
esta metodologia de análise não fornece qualquer indicativo das variantes de MC presentes 
na amostra.  
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Figura 10: Probes fluorescentes utilizados nos artigos estudados. 
A introdução de probes fluorescentes nas MC tem sido estudada como estratégia 
analítica. Tal estratégia é interessante por fornecer ótima sensibilidade, menor ruído e alta 
especificidade se acoplada ao cromatógrafo líquido. Harada e colaboradores75 utilizaram o 
dienófilo fluorescente 4-[2-(6,7-dimetoxi-4-metil-3-oxo-3,4-dihidroquinoxalinil)etil]-1,2,4-
triazolina-3,5-diona (g) para derivatizar as MC no dieno contido na porção Adda (Figura 11). 
Com esse método, os autores obtiveram dois estereoisômeros fluorescentes para cada 
variante de MC, gerados pela derivatização via reação de Diels-Alder. Entretanto, o 
derivatizante g é solúvel em solventes de baixa polaridade e as microcistinas são solúveis em 
solventes polares próticos, que aceleram a decomposição do derivatizante. As reações foram 
feitas em mistura de DMSO/ACN ou DMF/ACN, sob atmosfera de argônio e foi observado 
um rendimento de pouco mais de 80%. A metodologia não alcançou limites de detecção 
satisfatórios para ser utilizada em rotinas analíticas. 
 
Figura 11: Estratégia de derivatização desenvolvida por Harada e colaboradores. 
Em seu trabalho, Hayama e colaboradores76 reportaram o uso da hidrazida derivada 
do ácido 4-(1-pireno)butanoico (h), reagindo com as MC em seus grupamentos carboxílicos 
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(Figura 12). A reação foi feita na presença de um reagente de acoplamento, o cloreto de 4,6-
dimetoxi-1,3,5-triazin-2-il-4-metilmorfolínio (i), e a metodologia exigiu pré-tratamento para 
ser aplicada. Entretanto, atingiu-se limite de quantificação de 0,1 µg/L, 10 vezes menor que 
o limite estabelecido pela OMS.  
 
Figura 12: Estratégia de derivatização desenvolvida por Hayama e colaboradores. 
Miles e colaboradores77 exploraram o uso da porção Mdha como um eletrófilo em 
adições de Michael. Eles testaram 3 tióis para as derivatizações: 2-aminoetanotiol (a), 2-
mercaptoetanol (b) e O-2-mercaptoetil-O’-metil-hexa(etilenoglicol) (c) (Figura 13). O 
objetivo das derivatizações era elencar os íons que potencialmente corresponderiam a MC 
em análises por LC-MS. Como as microcistinas estão em uma matriz com interferentes em 
grandes concentrações, somente os picos relacionados às MC teriam acréscimo da massa do 
derivatizante. O tiol a não foi usado para este propósito por ser facilmente ionizável e 
conferir dupla carga positiva às MC. O b foi escolhido para análises de MC mais polares por 
não alterar de forma muito significativa os tempos de retenção. O mesmo vale para c em 
relação as MC mais apolares. Além disso, o acréscimo de massa em um resíduo ajuda na 
determinação dos fragmentos em análises por LC-MS/MS. Após desenvolvida a metodologia, 
Miles realizou a análise de mais de 30 variantes de MC em uma amostra coletada no Lago 
Victoria - Tanzania, tendo identificado uma variante até então desconhecida, a MC-RY78. 
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Figura 13: Esquema das reações relizadas por Miles e col., demonstrando apenas o resíduo 7 das MC. O 
aminoácido que contém R1 = Me e R2 = H é o Mdha; R1 e R2 = H é o Dha. R1 e R2 = Me é o Mdhb; R1 = H e R2 = 
Me é o Dhb. 
Em um outro estudo61, Miles e colaboradores perceberam que o tiol b, que reagia 
rapidamente com microcistinas que continham Mdha, não reagia com as nodularinas, que 
contém o aminoácido Mdhb em sua estrutura. Inferiu-se que o tiol b poderia ter baixa 
reatividade frente às microcistinas que tivessem Dhb no lugar de Mdha. Por serem isóbaros, 
a troca de um aminoácido por outro dificulta a discriminação das variantes na mistura. 
Verificou-se que o Dhb possuía reatividade bem menor que a do Mdha, e com isso 
conseguiu-se diferenciar as MC, e duas novas variantes foram determinadas: [Dhb7]MC-RY e 
[Dhb7]MC-LY. 
 
Figura 14: Esquema sumarizando os tipos de derivatização discutidos: A: adição com hidrazida derivada do 
pireno; B: oxidação da MC e geração do MMPB; C: reação de Diels-Alder via dienófilo fluorescente; D: adição de 
Michael na porção Mdha. 
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A Figura 14 sumariza as derivatizações citadas nesta revisão bibliográfica. Nota-se 
que a maioria dos grupos funcionais das MC têm sido explorados. É importante que a 
derivatização seja feita em grupamentos que sejam característicos às MC para que haja boa 
seletividade. Pode-se afirmar que a derivatização de microcistinas é uma estratégia atual e 
útil para fornecer métodos que auxiliem na rotina analítica de monitoramento dessas 
toxinas, assim como na identificação de novas variantes. Sendo assim, a derivatização é uma 
importante ferramenta na busca por métodos analíticos menos custosos, exequíveis, 
sensíveis e confiáveis. 
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2. OBJETIVOS 
2.1. OBJETIVOS GERAIS 
Este trabalho tem como objetivo o desenvolvimento de estratégias analíticas 
alternativas para microcistinas, através do desenvolvimento de métodos que atinjam as 
exigências necessárias para a aplicação em rotinas analíticas e que auxiliem na identificação 
de novas variantes da toxina. Para isso, visa-se a síntese de probes com característica de 
absorção e emissão ópticas que serão utilizadas para a detecção de MC. A derivatização 
também será a ferramenta para a preparação de padrões internos para as microcistinas.  
2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
O projeto tem como objetivo o desenvolvimento de métodos alternativos para o 
monitoramento de microcistinas em água destinada ao consumo humano. A estratégia a ser 
explorada neste estudo envolve a reatividade da porção Mdha das MC (Figura 15) em 
adições de Michael. 
 
Figura 15: Estrutura da MC-LA com destaque para o grupo Mdha. 
A reação de adição de Michael foi usada para a introdução de grupamentos na 
porção ,-insaturada das MC por meio do ataque nucleofílico de derivatizantes 
selecionados. Esse aminoácido foi selecionado por ser não usual e reagir bem com 
nucleófilos macios em meio básico, garantindo seletividade ao método desenvolvido. 
O ataque na cadeia ,-insaturada via adição 1,4 permitirá a preparação de variantes 
sintéticas com a adição de probes ópticos (MC-[O]) para viabilizar as análises destas 
substâncias com detectores ópticos (Figura 16). 
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Figura 16: Esquema de preparação de variantes sintéticas com probes ópticos por adição de Michael no grupo 
Mdha das microcistinas. 
Neste contexto notou-se a necessidade de síntese de padrões internos que permitam 
a posterior derivatização da porção Mdha pela adição de probes ópticos. A abordagem neste 
caso foi a esterificação dos resíduos ácidos das microcistinas, visto que as principais MC 
possuem dois aminoácidos contendo seus grupos ácidos carboxílicos livres (Figura 17). 
 
Figura 17: Estrutura da MC-LR com destaque para os grupos a serem esterificados. 
O local de estudos do projeto foi a represa Billings, de onde amostras foram colhidas 
e foram feitos estudos de extração de microcistinas com objetivo de monitorar o 
reservatório qualitativamente quanto à presença de MC. 
  
41 
3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
3.1. ANÁLISE DAS MICROCISTINAS 
Os estudos se iniciaram pelo desenvolvimento de métodos de análise das 
microcistinas via MS e LC-MS. A partir de dados colhidos na literatura, observou-se que a 
grande maioria das análises via LC-MS utilizam ACN na fase orgânica e ácido fórmico como 
aditivo, geralmente nas concentrações de 0,1 – 0,5 %. A partir de tais dados, desenvolveu-se 
a metodologia de análise cromatográfica de microcistina padrão do grupo, que consiste em: 
(A) água e (B) acetonitrila/água (9:1, v/v), ambos contendo formiato de amônio 10 mmol/L + 
0,1% de ácido fórmico (v/v). O gradiente foi planejado de modo a garantir que a 
concentração de sal e ácido se mantivessem constantes durante a corrida cromatográfica, e 
está demonstrado na Tabela 2. A coluna foi a Restek IBD – 100 x 2.1 mm, com porosidade de 
3 µm e fluxo de 0,3 mL/min, a 40 oC. 
Tabela 2: Gradiente utilizado para análises de microcistinas. 
Tempo (min) Concentração de A (%) Concentração de B (%) 
0 80 20 
15 50 50 
18 15 85 
20 15 85 
21 80 20 
25 80 20 
 
Figura 18: Cromatograma LC-MS/MS de uma floração de cianobactérias da represa Billings com concentração 
desconhecida, mostrando os principais tipos de MC presentes na represa. Modo de detecção SRM (+). 
Visto que o local de estudos do projeto é o reservatório Billings, e em função da 
localização do Campus da UNIFESP, onde se situa o laboratório de pesquisa em que os 
estudos foram realizados, era necessário que os tipos de microcistinas presentes na represa 
MC-RR 
MC-YR 
MC-LR 
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fossem identificados. Para tal, foram feitas extrações na água da represa e se analisaram os 
extratos por varredura de íon precursor (PIS) utilizando o espectrômetro de massas acoplado 
ao HPLC. O PIS se trata de uma forma de detecção onde seleciona-se um fragmento e 
analisa-se todos os íons que geram tal fragmento – denominados íons precursores. Sabendo 
que as microcistinas possuem um fragmento característico de m/z 135 (Figura 19), 
observou-se que os principais íons que geravam tal fragmento eram (m/z): 519, 995 e 1045 
(Figura 18). Esses valores de m/z referem-se, respectivamente, às MC-RR, -LR e -YR, mesmas 
variantes apontadas no estudo de Frias e col.34. Nota-se que a massa monoisotópica da MC-
RR é 1038,2, porém, como esta microcistina apresenta duas argininas que são aminoácidos 
básicos, ela se apresenta na forma duplamente protonada. 
 
Figura 19: Mecanismos de fragmentação das MC gerando o fragmento de m/z 135. 
O modo de análise que garante maior seletividade em detectores do tipo triplo-
quadruplo é o monitoramento de reação selecionada (SRM). Foi feita a otimização do 
método SRM para os três tipos de MC e com isso definiram-se os melhores parâmetros 
instrumentais para energia de colisão, energia dos quadrupolos, fragmento mais abundante, 
e massa/carga do íon precursor. Ao final da otimização foram obtidas os seguintes 
parâmetros instrumentais para o MS (Tabela 3). 
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Tabela 3: Parâmetros instrumentais do espectrômetro de massas. 
Fonte ESI(+) e (-) 
Voltagem 1,5 – 4,5 kV 
Gás de nebulização 3 L/min 
Gás de dessolvatação 15 L/min 
Temperatura de dessolvatação 100 – 300oC 
Temperatura da interface 200 – 400oC 
 
3.2. MONITORAMENTO DAS MICROCISTINAS NA REPRESA BILLINGS 
Em projeto de parceria com a Profª. Drª. Cristina Nordi (ICAQF-UNIFESP), foi realizado 
o monitoramento qualitativo de microcistinas em amostras de reservatórios de água doce. 
As coletas foram feitas mensalmente na represa Billings no período de fevereiro de 2013 a 
julho de 2014, tendo-se detectado MC em todos os meses analisados79.  
Analisou-se a proporção entre as microcistinas majoritariamente presentes na 
represa Billings (MC-RR, -LR e -YR) (Figura 20).  
 
Figura 20: Proporção normalizada das variantes de microcistinas encontradas na represa Billings. 
Paralelamente, a equipe da Profa. Dra. Nordi realizou a contagem das células de 
cianobactérias no mesmo período. Foram consideradas as espécies que são potenciais 
produtoras de MC. O resultado está exposto na Figura 21. 
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Figura 21: Proporção de cianobactérias produtoras de microcistinas presentes na represa Billings no período do 
estudo. 
Foi identificado que as espécies P. isothrix e M. aeruginosa eram as dominantes no 
período do estudo e provavelmente a variação na abundância dessas espécies contribuiria 
mais para a variação na proporção de MC observada. A proporção de cianobactéria das duas 
espécies dominantes está representado no gráfico  mostrado na Figura 22. 
 
Figura 22: Cianobactérias dominantes com potencial de produção de microcistinas. 
Após a análise dos dados, observou-se uma possível correlação entre a espécie P. 
isothrix e a produção da MC-LR. Para verificar se esse resultado era condizente com a 
realidade, o teste de Spearman foi aplicado aos dados para verificar se de fato havia 
correlação entre os dois fatores. Esse teste foi realizado pelo fato dos dados não 
apresentarem uma distribuição normalizada (Tabela 4). 
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Tabela 4: Correlação de Spearman entre Cianobactérias produtoras de microcistinas e 
variantes de microcistinas encontradas na represa Billings (p<0,05 em negrito). 
Spearman 
rs 
M. aer M.bot M.pan M.pro P.iso MC-RR MC-LR MC-YR 
M.aer 1,000 
       M.bot -0,133 1,000
      M.pan -0,300 0,546 1,000
     M.pro 0,281 0,102 -0,345 1,000
    P.iso -0,511 -0,563* -0,102 -0,550 1,000
   MC-RR 0,005 -0,342 -0,316 -0,114 -0,038 1,000
  MC-LR -0,467 -0,514 0,023 -0,470 0,874* -0,159 1,000
 MC-YR 0,159 0,541 0,373 0,362 -0,341 -0,896* -0,170 1,000
 
De fato, a produção de MC-LR foi estatisticamente associada à presença de P. 
isothrix. Esse é o primeiro relato que relaciona essa cianobactéria à produção dessa variante 
de microcistina em meio natural. Os resultados ainda não foram publicados. 
3.3. ESTUDO DE IONIZAÇÃO DAS MICROCISTINAS 
Visto que as microcistinas são encontradas em baixíssimas quantidades nos corpos 
hídricos e que os métodos analíticos devem ter limites de quantificação que incluam as 
concentrações requeridas, uma boa ionização dos analitos é de extrema importância para 
uma maior sensibilidade analítica. A fonte de ionização mais utilizada para análise de 
microcistinas em técnicas hifenadas é o eletrospray. A literatura mostra que várias 
composições de fases móveis são utilizadas para a análise de microcistinas via HPLC-ESI-MS, 
no entanto, não há informações sobre a interferência da fase móvel na ionização das MC. 
Observa-se uma preocupação maior com a qualidade da cromatografia em detrimento da 
análise de ESI-MS. Dentre os solventes mais utilizados, encontram-se MeOH e ACN. Dentre 
os aditivos, os mais utilizados são os ácidos acético, fórmico e trifluoroacético, assim como o 
sal formiato de amônio. 
Segundo Kostiainen e Kauppila80, o uso de aditivos na fase móvel de uma corrida 
cromatográfica é de grande importância na ionização dos analitos em análises por ESI. A 
ionização é bastante favorecida quando os íons são formados ainda em solução, e os aditivos 
são importantes tanto no ajuste do pH, quanto na transferência de prótons em fase gasosa 
ou na interface gás-liquido das gotículas do eletrospray. Embora a ionização em fase gasosa 
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dependa de uma concentração adequada de aditivos, altas concentrações podem causar 
efeitos adversos. Em altas concentrações, os aditivos provocam uma alta densidade de 
carga, que leva a formação de um spray mais espalhado, prejudicando a entrada de íons no 
equipamento. A supressão iônica pode ocorrer, também, devido à competição dos íons de 
aditivo e analito na superfície das gotículas, à formação de resíduos sólidos ou ao aumento 
na tensão superficial das gotículas.  
Para entender mais sobre a ionização das MC por ESI, foram feitos experimentos 
utilizando os aditivos que mais foram encontrados na literatura. Os ensaios foram feitos 
analisando as microcistinas com fases móveis contendo os aditivos. A cada análise variava-se 
o aditivo e suas concentrações na fase móvel, sendo utilizadas as concentrações de 5, 10 e 
20 mmol/L. Os experimentos foram feitos utilizando acetonitrila na fase orgânica, sem 
coluna cromatográfica e em triplicata. Os resultados estão expostos na Figura 23. As análises 
foram feitas utilizando solução 50 ng/mL contendo mistura de MC-RR, -LR e –YR. 
Verificou-se que o ácido acético na concentração de 10 mmol/L foi o aditivo que 
apresentou melhores resultados. Embora o ácido acético (pKa 4,8) não seja um ácido mais 
forte que o TFA (pKa 0,23) ou o ácido fórmico (pKa 3,7), ele apresenta melhor ionização. 
Além das considerações feitas no parágrafo anterior, vale lembrar que o TFA é um aditivo 
pobre para análises via ESI, por aumentar a tensão superficial das gotículas do spray e, 
principalmente, pelo forte pareamento iônico formado pelo trifluoroacetato e o analito 
ionizado, causando alta supressão iônica. 
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Figura 23: Gráficos da influência do aditivo e sua concentração na ionização das MC-LR (1), -YR (2) e -RR (3), 
avaliadas por meio da área de pico do sinal. 
 
1 
2 
3 
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Posteriormente, avaliaram-se os efeitos causados pela fase orgânica. Foram feitas 
análises comparando metanol e acetonitrila, adicionando-se ácido acético 10 mmol/L à fase 
orgânica e aquosa (Figura 24). 
 
Figura 24: Comparação da influência do solvente orgânico na ionização das MC. 
Ainda de acordo com Kostiainen e Kauppila80, múltiplos fatores envolvem a 
interferência do solvente na sensibilidade em análises envolvendo ESI. O processo de 
ionização depende da dissociação de cargas do analito – que, por sua vez, depende da 
mobilidade eletroforética destas moléculas, assim como do tamanho das gotículas do spray, 
dessolvatação destas gotículas e solvatação dos íons. Tais parâmetros estão relacionados 
com propriedades dos solventes, como viscosidade, tensão superficial, ponto de ebulição e 
polaridade. A água, por exemplo, não é eficiente para análises de ESI, visto que tem alta 
viscosidade (causando baixa mobilidade eletroforética), alta tensão superficial (ocasionando 
a formação de gotículas grandes), alto ponto de ebulição (dificultando a dessolvatação) e 
alto poder de solvatação dos íons de analito (dificultando a formação de íons gasosos). Desta 
forma, é importante que haja certa proporção de algum solvente orgânico na composição 
como modificador da fase móvel. 
Solventes orgânicos são melhores na ionização em análises envolvendo eletrospray. 
Sabe-se que, em geral, o metanol funciona melhor na ionização de moléculas via ESI, porém 
não há um padrão reconhecido, o que torna a seleção de um solvente para tais análises um 
processo empírico. Tal informação é corroborada pelo resultado do gráfico representado na 
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Figura 24, onde se pode notar que para as MC-YR e –LR, a acetonitrila apresenta melhores 
resultados, enquanto o metanol o faz para a MC-RR. 
Em análises cromatográficas, o metanol costuma levar vantagem por ser menos 
eluotrópico que a acetonitrila. Isso se dá pelo fato de que, em uma análise em gradiente, o 
metanol eluirá o analito em uma maior proporção de solvente orgânico na composição da 
fase móvel. Sabendo disto, testaram-se os solventes em análises cromatográficas utilizando 
ácido acético 10 mmol/L, estabelecido como o aditivo que resultou a melhor composição. 
Compararam-se os resultados com os obtidos através do método pré-estabelecido pelo 
grupo, aqui nomeado de Método A (Figura 25). 
 
Figura 25: Cromatogramas obtidos com os parâmetros de melhor ionização em comparação à condição padrão 
utilizada no laboratório. Modo de detecção SRM (+). Para as análises, utilizou-se uma mistura das microcistinas 
em solução 50 ng/mL. 
 
Método C – Fase Orgânica: Água + Ác Acético 10 mmol/L; Fase Orgânica: MeOH 
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Os resultados das análises cromatográficas com MeOH mostram maior intensidade 
para as microcistinas. Com base nas informações do parágrafo anterior, esse resultado seria 
devido à proporção de solvente orgânico na composição da fase móvel no momento que 
que o analito foi detectado, que é de quase 85%. Isso é corroborado pelo fato de que as MC-
YR e MC-LR, que possuíam melhor ionização quando eluídas com ACN, apresentaram maior 
intensidade quando analisadas pelo método C. 
Contudo, verifica-se que, utilizando acetonitrila na da fase móvel, obtiveram-se 
melhor resolução de pico e separação cromatográfica em menor tempo em relação às 
análises com metanol ou com a fase móvel do método A (Figura 25). Comparados ao método 
A, que utiliza formiato de amônio 10 mmol/L + ácido fórmico 0,1%, os dois métodos que 
utilizam ácido acético apresentaram maior intensidade, o que é sinal de maior ionização.  
Conclui-se que análises feitas com o ácido acético podem fornecer melhores 
resultados em análises por LC-ESI-MS em contraste às que utilizam ácido fórmico, que são a 
grande maioria das metodologias encontradas na literatura. Análises com padrões internos 
poderão ser feitos para que o resultado seja confirmado. 
3.4. ESTERIFICAÇÃO DAS MICROCISTINAS - SÍNTESE DOS PADRÕES INTERNOS 
A análise de microcistinas apresenta uma demanda pela síntese de padrões internos 
a serem usados na rotina analítica para a correção de desvios analíticos. Visto que o alvo do 
presente estudo está no uso da porção Mdha, esta porção deve estar preservada em 
padrões internos que serão utilizados em métodos baseados na adição de probes ópticos 
que se ligarão à dupla ligação α,β-conjugada das MC. 
A estratégia escolhida foi a esterificação dos grupamentos carboxilas das MC. Esses 
grupamentos estão presentes em quase todas as microcistinas conhecidas, principalmente 
nos aminoácidos 3 e 6, geralmente preenchidos por variantes da asparagina e glutamato, 
respectivamente.  
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Figura 26: Estrutura geral dos padrões internos gerados para a MC-LR. 
Estudos prévios  feitos pelo grupo mostraram que aminoácidos podem ser facilmente 
convertidos à ésteres metílicos quando reagidos com trifluoreto de boro em metanol. 
Sabendo disto, aplicou-se a metodologia para a esterificação de um padrão de MC-LR. 
 
Figura 27: Cromatograma da reação de esterificação da MC-LR, indicando os picos da microcistina e de seus 
produtos de esterificação. Modo de detecção SRM (+). 
O cromatograma demonstrado na Figura 27 mostra que a MC-LR, de m/z 995,4, foi 
quase totalmente consumida e o produto majoritário foi a MC-LR metilada, de m/z 1009,4. 
Houve, também, formação da microcistina dimetilada, de m/z 1023,4.  
A metodologia foi aplicada a um padrão contendo uma mistura de MC-RR, -LR e -YR, 
todos na concentração de 5 µg/L. Em todos os casos as microcistinas foram totalmente 
consumidas e houve formação tanto dos produtos monometilados, quanto dimetilados 
(Figura 28).  
MC-LR 
MC-LR-OMe 
MC-LR-(OMe)2 
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Figura 28: Cromatogramas de LC-MS/MS das esterificações de: A: MC-RR; B: MC-YR; C: MC-LR. Modo de 
detecção SRM (+). 
Portanto, na prática, dois PI foram desenvolvidos para cada variante de microcistina. 
Por obter características químicas e tempo de retenção mais próximos às MC inalteradas, 
acredita-se que a aplicação do produto monometilado como padrão interno seja o mais 
adequado. 
3.5. ESTUDO DE ADIÇÃO DE TIÓIS ÀS MICROCISTINAS 
 
Figura 29: Mecanismo de adição de Michael 
Na adição de Michael o eletrófilo é uma dupla ligação conjugada que sofrerá ataque 
nucleofílico. Segundo a teoria de Pearson, grupos ácidos ou básicos volumosos, e por isso 
polarizáveis, são chamados de macios. Grupos pequenos, por sua vez são chamados de 
grupos duros. A mesma teoria propõe que bases moles interagem melhor com ácidos moles, 
assim como bases e ácidos duros têm melhor interação. Visto que uma dupla ligação 
conjugada é um eletrófilo macio, é necessário um nucleófilo macio para que haja o ataque 
MC-LR-OMe 
MC-LR-(OMe)2 
MC-YR-OMe MC-YR-(OMe)2 
MC-RR-OMe 
MC-RR-(OMe)2 
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no carbono β. O enxofre, que está no terceiro período da tabela periódica, é considerado um 
átomo volumoso e polarizável, portanto adequado para ser usado nesse tipo de adição. O 
mecanismo da reação está demonstrado na Figura 29. 
 
Figura 30: Substratos selecionados para os testes preliminares. 
A fim de adquirir domínio da reação, avaliar a reatividade dos grupamentos alvo, 
assim como a eficiência do meio reacional, foi planejado um estudo baseando-se nos 
trabalhos de Smith e col.44 e por Miles e col.61, envolvendo dois tióis: 2-mercaptoetanol (1) e 
N-acetil-cisteína (2). Como eletrófilos, foram utilizadas moléculas análogas a porção Mdha 
das MC: acrilamida (3) e ácido acetoamidoacrílico (4) (Figura 30). Os análogos foram 
utilizados devido ao alto custo dos padrões comerciais de microcistinas e porque o grupo 
dispunha de pouca quantidade. 
3.5.1. ESTUDO COM ANÁLOGOS À PORÇÃO MDHA 
 
Figura 31: Derivatização dos substratos modelo por adição de Michael com tióis (R-SH).  
Os testes foram feitos através da reação dos tióis com os análogos à Mdha. A reação 
se trata de uma adição de Michael e foi feita na proporção de 1:5 (substrato/nucleófilo) em 
solução de bicarbonato de amônio 50 mmol/L (pH 8-9) e sob atmosfera inerte. Foram feitos 
testes de adição entre os tióis e os eletrófilos, resultando na formação dos produtos 5 a 8. 
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Figura 32: Adutos provenientes das reações testes com análogos à porção Mdha. 
A Figura 33 mostra o espectro de massas referente à adição do tiol 2 à acrilamida 3 
(aduto 5). Pode-se observar o pico de m/z 164,1 referente ao tiol 2, esperado pelo excesso 
de nucleófilo; O pico de m/z 235,1 referente ao produto 5; O pico de m/z 325,0 referente ao 
dissulfeto produto da oxidação de 2. 
 
 
Figura 33: Acima: reação de formação do aduto 5. Abaixo: espectro de ESI-MS(+) da adição da formação do 
aduto 5. 
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Figura 34: Acima: reação de formação do aduto 6. Abaixo: espectro de ESI-MS(+) da adição da formação do 
aduto 6. 
A Figura 34 mostra a reação visando a geração de 6 - adição do tiol 1 à acrilamida 3. 
Pode-se observar o pico de m/z 150,1, referente ao aduto 6, e o pico de m/z 172,1 que é 
referente ao [M+Na]+. 
 
 
Figura 35: Acima: reação de formação do aduto 7. Abaixo: espectro de ESI-MS(+) da adição da formação do 
aduto 7. 
A Figura 35 é referente ao espectro de massas obtido a partir reação para obtenção 
do aduto 7. Essa reação apresentou a mesma dificuldade da adição à acrilamida, a oxidação 
do grupamento tiol. Porém, pode-se observar formação de 7, de m/z 293,0 e o consumo do 
ácido 4, cujo [M+H]+ possui um m/z 130,1. 
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Figura 36: Acima: reação de formação do aduto 8. Abaixo: espectro de ESI-MS(+) da adição da formação do 
aduto 8. 
Na adição do tiol 1 ao ácido 4, formando o aduto 8, é possível identificar o produto 
da adição de Michael, com m/z 208,1. Porém, nota-se o pico de parte do ácido 4 que não 
reagiu (Figura 36). 
Os estudos atestaram a eficiência dos tióis 1 e 2 frente aos eletrófilos análogos à 
porção Mdha, o que dá indícios de que a reação com as microcistinas é uma estratégia 
promissora. Houve compatibilidade com o meio reacional, aquoso e básico, e, na grande 
maioria, houve formação dos adutos e consumo dos eletrófilos, verificado via ESI-MS. 
3.5.2. ESTUDO COM AS MICROCISTINAS 
3.5.2.1. TESTE COM O 2-MERCAPTOETANOL COMO NUCLEÓFILO 
Tendo-se definido o meio reacional e confirmado e a eficiência da reatividade dos 
grupamentos alvos na adição 1,4, realizou-se a adição dos tióis de teste à um padrão de MC-
LR. A reação foi feita em tampão bicarbonato de amônio 50 mmol/L como definido nos 
testes preliminares e baseado nos estudos de Miles e col.35, 61.  
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Figura 37: Adutos gerados a partir da reação dos padrões de MC com o tiol 1. 
Iniciou-se reagindo o tiol 1 a um padrão de MC-LR para a formação do aduto 9, de 
acordo com o meio reacional definido nos testes preliminares. A Figura 38 apresenta a 
análise da reação, sendo o cromatograma A referente a MC-LR residual da reação e B o 
aduto 9. 
 
 
Figura 38: Acima: Equação da reação da adição do tiol 1 à MC-LR. Abaixo A: Cromatograma LC-MS/MS 
referente à MC-LR; B: Cromatograma LC-MS/MS referente ao produto de adição do tiol 1 à MC-LR. Detecção no 
modo SRM (+). 
Pode-se observar que houve formação do produto de adição. Comparando-se a 
intensidade do produto 9 com a da MC-LR residual, verifica-se que o pico do produto é cerca 
de 3000 vezes mais intenso que o da microcistina, o que indica alta taxa de conversão. 
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Ainda, no cromatograma do aduto nota-se um pico minoritário com tempo de retenção 
cerca de um minuto maior do que o pico majoritário. Segundo Smith e col. 35, trata-se de um 
epímero secundário gerado, visto que a adição de Michael gera um centro estereogênico. 
A estratégia foi então aplicada em solução contendo padrões de MC-RR, -LR e –YR em 
reação feitas com as mesmas condições.  
 
Figura 39: Acima: Equação da reação da adição do tiol 1 às MC. Abaixo: Cromatograma LC-MS/MS referente ao 
produto de adição do tiol 1 à A: MC-RR; B: MC-YR e C: MC-LR. Modo de detecção SRM (+). 
A Figura 39 mostra os cromatogramas das reações do 2-mercaptoetanol com as MC. 
O cromatograma A é o da reação com a MC-RR, formando o aduto 11. Em A, a linha que se 
confunde com a linha-base se refere à MC-RR residual; o pico visível se refere a 11. O 
cromatograma dá indícios de que houve consumo de quase a totalidade da microcistina. O 
MC-RR 
MC-YR 
MC-LR 
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mesmo vale para o cromatograma B, em que o pico se refere produto 10, e o cromatograma 
C, em que o pico se refere ao produto 9. 
As reações mostraram boa reatividade entre o tiol 1 e as MC, corroborando os 
resultados obtidos com os testes de adição aos análogos e com os resultados obtidos por 
Miles e seus colaboradores 35, 61.  
3.5.2.2. TESTE COM A N-ACETIL-CISTEÍNA COMO NUCLEÓFILO 
A reação de adição da N-acetil-cisteína à MC-LR, formação do aduto 12, obteve baixo 
rendimento, como se pode concluir pelos cromatogramas mostrados na Figura 40, que 
apresenta a análise de SRM da reação, sendo A referente à MC-LR residual da reação, e B 
referente a 12 (Figura 41). Observa-se que o aduto apresenta uma intensidade 
aproximadamente 15 vezes inferior ao substrato da reação. Verifica-se que, como no caso 
do 2-mercaptoetanol, houve formação de epímero secundário. 
  
60 
 
 
Figura 40: Acima: Equação da reação da adição do tiol 1 às MC. Abaixo: A: Cromatograma LC-MS/MS referente 
à MC-LR; B: Cromatograma LC-MS/MS referente ao produto de adição da N-acetil-cisteína à MC-LR. Detecção 
no modo SRM (+). 
Tal resultado foi inesperado devido à boa reatividade da MC-LR com o 2-
mercaptoetanol. Inferiu-se que a ineficiência da N-acetil-cisteína como nucleófilo poderia ser 
devido a um impedimento estérico gerado pela proximidade do sulfeto a grupamentos 
volumosos, como a amina acetilada. Para verificar a influência desse efeito, planejou-se um 
experimento onde a microcistina foi reagida com quantidades equimolares de cisteína e N-
acetil-cisteína. 
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Figura 41: Adutos provenientes dos testes de impedimento estérico. 
 
Figura 42: Cromatograma LC-MS/MS da reação do estudo de impedimento estérico da N-acetil-cisteína. 
Detecção no modo SRM (+). 
Na análise exibida na Figura 42, distinguem-se três transições: o primeiro sinal 
representa o produto da adição da cisteína à MC-LR – aduto 13; o segundo sinal a MC-LR não 
consumida; o último sinal o aduto 12. Pode-se claramente notar que a microcistina 
preferencialmente sofre adição da cisteína em detrimento da N-acetil-cisteína. Verifica-se 
também que a razão entre a intensidade do pico de 12 e a intensidade do pico da MC-LR é 
relativamente alta, o que não ocorria no caso da N-acetil-cisteína.  
Desta forma é possível inferir que o grupamento acetila influi diretamente na reação 
através da promoção do impedimento estérico do grupo tiol. Portanto, as microcistinas são 
passíveis de sofrer adição de Michael contanto que seja usado o tiol adequado. Esses 
resultados são importantes no planejamento acerca das características necessárias ao probe 
óptico a ser desenvolvido. 
  
13 
12 
MC-LR 
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3.5.3. ESTUDO COM OS PADRÕES INTERNOS 
Após comprovada a eficiciência das estratégias de derivatização, foi aplicada a 
metodologia de adição dos tióis aos padrões internos gerados a partir da esterificação das 
MC. Com este estudo seria verificado se os PI poderiam ser de fato aplicados à uma 
metodologia de derivatização. 
Portanto, a metodologia de esterificação foi aplicada a uma mistura contendo os 
produtos de mono e dupla adição das três MC estudadas. Os testes foram feitos com o tiol 1 
como nucleófilo, pois este apresentou ótimos resultados (Figura 43). 
 
Figura 43: Produtos da adição do 2-mercaptoetanol ao padrões internos. 
Como observado na Figura 44, em todos os casos ocorre adição do tiol 1 em parte 
dos padrões internos monoesterificados – gerando os produtos 14, 16 e 18. Por sua vez, os 
produtos 15, 17 e 19 não são observados.  
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Figura 44: Cromatogramas LC-MS/MS referente ao produto de adição do tiol 1 à A: PI gerado a partir da MC-
RR; B: PI gerado a partir da MC-YR e C: PI gerado a partir da MC-LR. Modo de detecção SRM (+). 
É interessante pontuar que a esterificação das MC não é seletiva, sendo assim parte 
das microcistinas monoesterificadas sofreram a derivatização no resíduo 3 e outra parte no 
resíduo 6. Obviamente, as microcistinas diesterificadas foram derivadas em ambos os 
resíduos. Sabendo disto, infere-se que a esterificação de um dos resíduos pode impedir com 
que haja o ataque nucleofílico. 
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A [MeOGlu6]MC-LR - ou seja, MC-LR esterificada no resíduo 6 – foi encontrada em 
meio natural e isolada em 1992 por Sivonnen e Col.81, e classificada como potencialmente 
não tóxica. An e Carmichael82 citam que, de fato, essa variante de microcistina não 
apresenta toxicidade. Sabe-se que a modificação de um grupo funcional pode interferir na 
interação entre a toxina e o sítio ativo da proteína, impedindo que haja a reação entre 
ambos. Entretanto, frente aos resultados encontrados, acredita-se que o ácido carboxílico na 
posição 6 possa ter um papel também na reatividade da dupla conjugada do resíduo 7 
(Mdha) (Figura 45). 
 
Figura 45:Estrutura da MC-LR com destaque para o hidrogênio ácido no resíduo 6 e as potenciais bases que 
interagem com tal hidrogênio. 
Propôs-se que o hidrogênio do ácido carboxílico no resíduo 6 promovesse uma 
catálise intramolecular através de um equilíbrio ácido-base em um dos resíduos básicos 
destacados na Figura 45. Para avaliar se essa interação estava ocorrendo, realizou-se um 
cálculo semi-empírico in silico a fim de verificar a proximidade dos átomos envolvidos. O 
estudo foi feito com o auxílio do Prof. Dr. Alessandro Rodrigues. No entanto, pela análise 
conformacional não foi possível determinar se a interação realmente ocorre. O cálculo foi 
um teste incial e mais estudos são necessários para definir a razão da diminuição da 
reatividade do Mdha. 
Os padrões internos sintetizados podem ser utilizados na rotina analítica para 
correção de erros experimentais, entretanto falharam na estratégia que consiste na 
derivatização do Mdha.  
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3.6. SÍNTESE DE PROBES ÓPTICOS 
Dois pontos foram inicialmente considerados para a síntese dos probes: tais 
moléculas necessitam, obviamente, de uma porção cromófora/fluorófila; as moléculas 
teriam que ter um nucleófilo macio, adequado para reações de Michael. Os estudos prévios 
demonstrados anteriormente apontaram que as MC reagiam bem com cisteína, o que não 
acontecia com a N-acetil-cisteína. Portanto, observou-se que o probe deveria ter um 
espaçante (linker) entre o nucleófilo e o cromóforo a fim de evitar impedimento estérico. 
Com estes parâmetros, foi proposta a estrutura geral para os probes, apresentada na Figura 
46. 
 
Figura 46: Estrutura genérica para os probes ópticos 
No caso das reações com o tiol 1, observou-se que a adição ocorria sem grandes 
dificuldades, portanto essa molécula foi utilizada como ponto inicial para síntese de probes 
ópticos. Ensaios para a síntese de probes ópticos foram feitos a partir do 2,2’-ditiodietanol 
(20), molécula gerada a partir da oxidação do tiol 1. Esta é uma molécula-chave na síntese, 
porque a ligação S-S impedirá que o enxofre, que é melhor nucleófilo que o oxigênio, 
interfira nas reações subsequentes. Dois carbonos separam o nucleófilo das hidroxilas, que 
serão usadas nas próximas etapas de síntese. 
 
Figura 47: Esquema de síntese do dissulfeto 20. 
3.6.1. USO DO DISSULFETO 20 COMO NUCLEÓFILO NA SÍNTESE DOS PROBES 
ÓPTICOS. 
Esta abordagem explora a nucleofilicidade das hidroxilas do dissulfeto 20. Dois 
grupamentos com cromóforos, e potenciais fluorófilos, foram selecionados para servirem de 
probes: o naftaleno e o antraceno. Seguindo tal abordagem, propuseram-se dois probes: o 
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ácido 8-((2-mercaptoetoxi)carbonil)-1-naftoico (21) e o  4-(8-aminoantracenil-1-amino)-4-
oxobutanoato de 2-mercaptoetila (22). 
 
Figura 48: Estrutura dos probes 21 e 22. 
3.6.1.1. SÍNTESE DO PROBE 21 
A síntese partiu do anidrido naftálico (23) e do dissulfeto 20 (Figura 49), e foi 
observada a formação do produto (24b) de mono adição do anidrido 23 a 20. Obteve-se 
grande dificuldade com relação à solubilidade do anidrido, e a necessidade de grandes 
volumes de solvente pode justificar a mono adição. Análises por ESI e RMN deram indícios 
que o produto poderia estar sendo formado, entretanto as quantidades não foram 
suficientes para que se conseguisse isolar a substância. Várias tentativas foram feitas a fim 
de reverter tal quadro, tais como: uso de THF como solvente, uso de piridina, aquecimento, 
micro-ondas, ultrassom e catálise ácida com ácido 4-toluenossulfônico. Entretanto, os 
rendimentos obtidos foram mínimos, inviabilizando o uso dessa abordagem. 
 
Figura 49: Esquema de síntese do probe 21. 
3.6.1.2. SÍNTESE DO PROBE 22 
A proposta de síntese de 22 possui 3 etapas, partindo da antraceno-1,8-diamina (25) 
protegida na forma de carbamato (Figura 50). Entretanto, apenas o intermediário 27, fruto 
da abertura do anidrido succínico (26) pela diamina 25, foi sintetizado com boa conversão. 
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Tentou-se a esterificação utilizando DCC ou cloreto de pivaloíla como reagentes de 
acoplamento, porém não houve formação de produto suficiente para ser usado nas 
próximas etapas.  
 
Figura 50: Esquema de síntese do probe 22. 
Inverteu-se a primeira etapa, reagindo-se primeiramente o dissulfeto 20 com 
anidrido 26 (88% de rendimento), e posteriormente o ácido formado com a diamina 25, 
porém não houve formação da amida desejada (Figura 51). 
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Figura 51: Esquema alternativo para a síntese de 22. 
Visto a dificuldade na substituição, decidiu-se por aplicar a estratégia de síntese 
utilizando uma molécula mais simples que 25, a fim de estudar a reação e validar a 
estratégia sintética. A molécula escolhida foi a anilina (29), por simular a reatividade da 
diamina 25, pois se trata de uma amina aromática. A reação de 29 com o anidrido 26 gerou o 
ácido 4-oxo-4-(fenilamino)butanoico (30). A síntese do ácido 30 ocorre em 5 minutos à 
temperatura ambiente, com precipitação do produto formado e rendimento de 97% (Figura 
52). 
 
Figura 52: Esquema de síntese do ácido 30. 
Foram realizados ensaios de esterificação de 30 com 20, utilizando DCC (31) como 
agente de acoplamento na presença de DMAP. Esta síntese tem como característica a 
formação de um intermediário reacional entre a carboxila e o DCC, com posterior 
substituição na carbonila pelo álcool (Figura 53). 
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Figura 53: Esquema de síntese de 33. 
Análises por LC-MS indicaram que houve formação majoritária do intermediário 32 e 
minoritária do éster 33, o que foi confirmado via RMN de ¹H. A fim de otimizar a 
esterificação, foram feitos testes com diferentes solventes, com aquecimento e com micro-
ondas, porém não houve consumo do intermediário. 
3.6.2. USO DO DISSULFETO 20 COMO ELETRÓFILO NA SÍNTESE DOS PROBES 
FLUORESCENTES. 
Devido às dificuldades enfrentadas na síntese dos probes usando a abordagem do 
dissulfeto 20 como nucleófilo, resolveu-se por explorar tal molécula-chave como um 
eletrófilo, sofrendo substituição de nucleófilos que possuam grupamentos 
cromóforos/fluorófilos. 
Nesta etapa, realizaram-se modificações no dissulfeto 20 para explorá-lo como um 
eletrófilo. O grupamento 4-toluenosulfonila, também conhecido como tosila, é conhecido 
por reagir com hidroxilas, tornando-as bons grupos de saída. Por esta razão, realizou-se a 
sulfonilação das hidroxilas de 20, reação demonstrada na Figura 54. 
 
Figura 54: Esquema de síntese do dissulfeto 35. 
A reação é feita em clorofórmio, e um indício de que houve conversão do produto é a 
precipitação de cloreto de trietilamônio, insolúvel no solvente utilizado. A reação obteve 
84% de rendimento, embora fosse possível observar uma pequena quantidade de cloreto de 
tosila no RMN de ¹H. 
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A análise feita por ESI-MS apresentou o aduto [M+NH4]
+ de m/z 480,0643 como pico 
base. O pico de m/z 291,0176 foi identificado como um fragmento do produto em análises 
de LC-MS.  
3.6.2.1. SÍNTESE DA N,N’-(2,2’-DISSULFANEDIILBIS(ETANO-1,2-DIIL))-DIANILINA (36) 
A síntese do dissulfeto 36 foi feita em DCM com excesso de anilina para que esta 
servisse como base, porém não houve formação de produto. Utilizou-se então uma base 
mais forte – hidreto de sódio – para a catálise básica, porém, ainda assim, nada aconteceu.  
Baseando-se no trabalho de Romera e Trabanco 83, realizou-se uma metodologia para 
alquilação de anilinas via micro-ondas, utilizando iodeto de potássio como catalisador 
(Figura 55). O iodeto, por ter alta polarizabilidade, é um bom nucleófilo e substitui o grupo 
sulfonil via SN2. Ao mesmo tempo, o iodo comporta bem a carga negativa na forma de 
iodeto, o que o faz um bom grupo de saída, justificando seu uso como catalisador. 
 
Figura 55: Esquema de síntese do dissulfeto 36. 
A reação foi feita em ACN e gerou o produto 36, porém com uma série de 
subprodutos, o que dificultou a purificação do produto. Realizou-se a reação sem solvente - 
apenas excesso de anilina - o que diminuiu consideravelmente a formação de subprodutos. 
Na escala de 0,1 mmol, purificou-se o produto (36) em cartucho de extração C18, eluindo-se 
a anilina com água e o produto com acetonitrila, obtendo-se 34% de rendimento. 
Entretanto, o cartucho não tinha capacidade para uma escala maior. Devido à dificuldade na 
remoção da anilina, foram feitos 3 processos para purificação do produto: destilação 
horizontal da anilina; coluna cromatográfica por exclusão de tamanho; coluna 
cromatográfica de sílica. O resultado foi um óleo amarelado e a pureza do produto foi 
verificada via RMN de ¹H e de ¹³C. 
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3.6.2.2.  REDUÇÃO DE 36: SÍNTESE DO 2-(FENILAMINO)ETANOTIOL (37) 
 Classicamente, o grupamento dissulfeto pode ser reduzido utilizando NaBH4 em 
meio aquoso ou alcoólico, porém no caso de 36 não houve consumo algum. Com base no 
trabalho de Rajaram e colaboradores 84, utilizou-se LiCl juntamente com o NaBH4, formando 
LiBH4 in situ, que seria o agente de redução. O lítio consegue complexar com um dos 
enxofres formando um estado de transição pentagonal na adição do hidreto ao outro 
enxofre, diminuindo a energia de ativação da reação, como mostrado na Figura 56.  
 
Figura 56: Reação de redução proposta por Rajaram et al.
84
, com destaque para o estado de transição 
pentagonal. 
A reação ocorreu de forma vigorosa, com grande liberação de gás hidrogênio e 
formação de um precipitado, que deixava a reação com aspecto leitoso. A adição de 
pequenas quantidades de água solubilizava o sólido e parece ter aumentado a eficiência do 
processo. Ao final, foi obtido o primeiro probe com absorção óptica, o probe 37, com 90% de 
rendimento, o que foi comprovado por RMN de 1H. O rendimento global foi de 23%. 
 
Figura 57: Estrutura do probe óptico 37. 
O espectro de absorção do probe 37 (Figura 58) mostra 3 picos: 192, 244 e 291 nm. A 
região próxima a 192 nm sofre muito efeito matriz e se confunde com a absorção do eluente 
da análise. A região em 291 nm é interessante por levar a microcistina a um padrão de 
absorção com menos interferências e, consequentemente, menor ruído, melhorando a 
sensibilidade do método. Entretanto, a absorção da molécula nesta região não apresenta 
intensidade que justificasse seu uso. 
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A absorção no comprimento de onda de 244 nm pode aumentar a sensibilidade das 
MC que possuem absorção nesta região (238 nm), auxiliando em métodos ópticos com 
menor limite de detecção. 
 
Figura 58: Espectro de absorção de energia ultravioleta do probe 37. 
O probe 37 foi, então, testado quanto a sua reatividade como nucleófilo de Michael. 
Como eletrófilo, dois análogos à porção Mdha das MC, contendo duplas ligações α,β-
conjugadas, foram utilizados o ácido acetoamidoacrílico e a acrilamida. 
Seguindo a metodologia que Miles e colaboradores usaram para a derivatização de 
MC via adição de Michael 77, utilizou-se como meio para estas reações uma solução de 
Na2CO3 100 mmol/L, para alcançar pH entre 9-10, a faixa de melhores resultados 
apresentada no estudo. Devido à baixa solubilidade de 37 em água, solubilizou-se o sal de 
carbonato em EtOH/H2O (2:1, v/v). Também foi verificado que, no meio hidroalcoólico, o 37 
sofre rápida oxidação e retorna ao dissulfeto 36, evidenciando a necessidade do uso de 
atmosfera inerte. 
 
Figura 59: Esquema reacional da adição do probe 37 aos análogos à porção Mdha das MC 
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Figura 60: Cromatogramas obtidos durante as reações teste feitas com o probe 37. Em azul claro (A) e escuro 
(B) estão os cromatogramas feitos com detecção de UV no comprimento de onda de 240 nm, e em vinho (A) e 
verde (B) os cromatogramas extraídos da somatória dos íons das moléculas envolvidas nas reações. 
A Figura 60 mostras os cromatogramas feitos anteriormente ao fim da reação. 
Análises por TLC e LC-MS mostraram que houve formação do produto 39, e análises por TLC, 
reveladas na luz UV (254 nm), ninidrina e vanilina, mostraram consumo total da acrilamida. 
Entretanto, a formação do produto 38 foi observada em uma taxa muito pequena. Em 
ambos os casos foi observada a presença do dissulfeto 36 e consumo do probe 37, 
evidenciando a oxidação deste tiol.  
 
Figura 61: Estrutura demonstrando a ressonância da carga negativa gerada pela desprotonação da carboxila do 
ácido 4. A carga negativa gerada impede que a adição de Michael ocorra. 
Reagiu-se o probe com os análogos utilizando tampão bicarbonato de amônio 50 
mmol/L (pH ~8) para verificar a influência do pH na reação. Notou-se que desta vez houve 
formação do produto 38, provavelmente pelo fato de que o ácido carboxílico tem menor 
reatividade quando desprotonado nas reações do tipo Michael. Novamente foi verificada a 
formação do produto 39, demonstrando a eficiência do probe sintetizado.  
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Com isso, chegou-se em um probe com características ópticas distintas das MC e que 
possui boa reatividade em reações de Michael. O probe atende à estrutura previamente 
proposta e reagiu bem com os análogos à porção Mdha. Além disso, pode servir de ponto de 
partida para a síntese de outros probes com maior eficiência óptica.  
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4. CONCLUSÃO 
A extração das microcistinas foi feita com sucesso e a partir deste procedimento 
pôde-se definir as variantes de MC majoritárias na represa Billings: MC-RR, -YR e -LR. Os 
métodos analíticos foram desenvolvidos e foi possível determinar a proporção de MC na 
represa durante o monitoramento mensal feito entre fevereiro de 2013 e julho de 2014. 
Correlacionou-se estatisticamente a produção de MC-LR com a presença de P. isothrix, fato 
nunca antes descrito na literatura. 
Os estudos de ionização de MC em análises por ESI apontaram para maior ionização 
quando utilizado ácido acético na concentração de 10 mmol/L como aditivo na fase móvel. 
Os resultados mostraram a importância de se avaliar o efeito na ionização causado por 
aditivos visando a melhor separação cromatográfica, fato muitas vezes negligenciado na 
busca por métodos mais sensíveis. 
Foi desenvolvido um procedimento para esterificação das MC e, a partir dele, foram 
sintetizados dois padrões internos para cada variante de MC estudada: microcistina mono e 
diesterificada. Em todos os casos as MC foram totalmente consumidas e os padrões internos 
poderão ser aplicados em metodologias analíticas. Entretanto, os PI falharam nos testes de 
derivatização com o tiol 1, não sendo adequados para a abordagem analítica envolvendo 
adições de nucleófilos à porção Mdha das microcistinas. 
Os estudos preliminares de adição de Michael envolvendo os tióis 1 e 2 foram 
essenciais para definir o meio reacional, a compatibilidade dos grupamentos com o meio e a 
composição do probe. A adição do tiol 1 às três variantes de MC com alta taxa de conversão 
atesta a factibilidade da estratégia analítica. 
O probe óptico 37 – 2-(fenilamino)etanotiol – foi sintetizado em 4 etapas reacionais 
com 23% de rendimento global. Os testes preliminares mostraram boa reatividade em 
adições de Michael, entretanto houve baixa estabilidade em meio hidroalcoólico e baixa 
solubilidade em água. O probe possui potencial para fornecer maior absorção óptica às 
microcistinas após a derivatização. Além disso, o tiol 37 pode ser usado como ponto de 
partida na síntese de probes ainda mais sensíveis frente a técnicas de detecção óptica e que 
possuam grupamentos que propiciem uma maior solubilidade em meio aquoso.  
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5. EXPERIMENTAL 
5.1. INSTRUMENTOS E REAGENTES 
Os instrumentos para análises de LC-MS foram UFLCXR – Prominence acoplado ao 
espectrômetro de massas do tipo triplo-quadrupolo LCMS-8040 (Shimadzu); UFLC-Nexera X2 
acoplado ao espectrômetro de massas do tipo triplo-quadrupolo LCMS-8050 (Shimadzu); 
UFLC-Nexera X2 (Shimadzu) acoplado ao espectrômetro de massas do tipo quadrupolo – 
tempo de voô micrOTOF II (Bruker); Cromatógrafo em fase líquida acoplado a espectrômetro 
de massas do tipo triplo-quadrupolo (6460 Triple Quad LC/MS, Agilent Technologies). Os 
espectrômetros de massas foram usados com fonte de ionização por eletrospray. As análises 
por infusão direta foram feitas utilizando-se acetonitrila ou metanol grau HPLC e soluções 
aquosas de ácido fórmico grau LC-MS ou formiato de amônimo 99,995+% (Aldrich).  
Os espectros de RMN de 1H e 13C foram feitos no Ultrashield 300 na frequência de 
300 MHz. As amostras foram solubilizadas em clorofórmio deuterado. 
Outros equipamentos e materiais utilizados foram: vortex (Vixar e Eppendorf); 
balança analítica (Shimadzu); micro-ondas (CEM); banho de ultrassom (Quimis); centrífuga 
de tubos cônicos de 15 e 50 mL (Novatecnica); concentradores de amostras (Eppendorf e 
Thermo); rotaevaporador (Büchi); pipetas ajustáveis de 10, 100, 200 e 1000 μL (HTL); 
purificador de água (Elga); agitador magnético (Fisatom e Logen); microtubos de 1,5 e 2,0 mL 
(Axygen); ponteiras descartáveis (Corning); tubo cônico de 15 e 50 mL (Corning); vidrarias 
(Satelit). 
Os solventes e reagentes utilizados foram: acetonitrila (grau HPLC, Scharlau ou 
J.T.Baker); metanol (grau HPLC, Scharlau ou J.T.Baker); água ultrapura tipo 1 (Elga); 
tetraidrofurano (grau HPLC, Vetec); acetona P. A. (Vetec); ácido acético glacial (Vetec); 
formiato de amônio 99,995% (Aldrich); ácido fórmico (Grau LC-MS, Fluka); ácido 2-
acetamidoacrílico 99% (Aldrich); acrilamida (Vetec); bicarbonato de sódio (Merck); 
trietilamina (Sigma-Aldrich); dicicloexil-carbodiimida (Vetec); bicarbonato de amônio 
(Vetec); 2-mercaptoetanol (Vetec); N-acetil-cisteína (Vetec); trifluoreto de boro – solução 
em metanol (Merck); etanol P. A. (Vetec); borohidreto de sódio (Aldrich); solução metanolica 
de MC-LR 500 µg/L (Sigma); solução metanólica de MC-LR, MC-RR e MC-YR 5 µg/mL (Sigma-
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Aldrich); cloreto de p-tolueno sulfonila (Merck); cloreto de lítio (Fluka); iodeto de potássio 
(Lafan). 
5.2. EXTRAÇÃO DE MICROCISTINAS 
As amostras de floração foram submetidas à decantação em tubos cônicos de 50 mL, 
centrifugação (4000 rpm/30 min) e recolhimento da biomassa que estava separada na parte 
superior do meio aquoso e no fundo do tubo. A biomassa foi ressuspendida em MeOH/H2O 
(1:1, v/v) agitada e submetida à sonicação por 60 minutos. 
A mistura resultante foi centrifugada (4000 rpm/30 min) e o sobrenadante foi 
concentrado. As amostras foram reconstituídas com 2 mL de MeOH/H2O (1:1, v/v), filtradas 
em filtro Millex e analisadas por LC-MS.  
5.3. ANÁLISES POR LC-MS 
Método A: Utilizou-se uma coluna Restek IBD – 100 x 2.1 mm, com porosidade de 3 
µm. O gradiente utilizado foi: 20 a 50% de B em 15 minutos; 50 a 85% em 3 minutos; 85% B 
isocrático por 2 minutos; 85 a 20% B em 1 minuto; 20 % B isocrático por 4 minutos. O fluxo 
foi de 0.300 mL/min a 40oC. A fase móvel do método padrão foi (A) água (B) 
acetonitrila/água (9:1), ambos contendo formiato de amônio 10 mmol/L + 0.01% de ácido 
fórmico. 
5.4. PARÂMETROS DO ESPECTRÔMETRO DE MASSAS NAS ANÁLISES POR LC-
MS/MS 
As transições de SRM utilizadas foram: 520.0 > 135.0; 995.0 > 135.0; 1045.0 > 135.0, 
referindo-se às MC-RR, -LR e -YR, respectivamente. Condições de MS: Q1 e Q3 Pre Bias -50 V; 
energia de colisão (CE) -70 V (MC-RR e –LR) e -72 V (MC-YR); voltagem da interface 4.5 kV; 
fluxo do gás nebulizador 2 L/min; fluxo do gás de aquecimento 10 L/min; temperatura da 
interface 300 oC; temperatura DL 250 oC; temperatura do bloco de aquecimento 400 oC; 
fluxo do gás de dessolvatação 10 L/min. 
  
78 
 
5.5. ESTUDOS DE IONIZAÇÃO DAS MICROCISTINAS 
5.5.1. TESTE DE IONIZAÇÃO EM ANÁLISES POR HPLC-MS/MS 
As análises foram feitas utilizando solução 50 ng/mL da mistura de MC-RR, -LR e –YR. 
O cromatógrafo líquido utilizado foi o Nexera X2 (Shimadzu) acoplado a espectrômetro de 
massas LCMS-8050 (Shimadzu). Foram analisadas as seguintes transições em modo de 
Monitoramento de Reação Selecionada: 520.0 > 135.0; 995.0 > 135.0; 1045.0 > 135.0, 
referentes às MCs -RR, -LR e -YR, respectivamente.  
Foram preparadas fases móveis aquosa e orgânica (acetonitrila) contendo 4 
diferentes aditivos: formiato de amônio, ácido fórmico, ácido acético e ácido 
trifluoroacético. Foram testadas três concentrações de cada um deles: 5, 10 e 20 mmol/L. A 
proporção da fase móvel foi aquosa/orgânica (1:1, v/v). Avaliou-se a área de pico das três 
microcistinas em cada uma das condições descritas. A condição (aditivo e concentração) que 
levou à maior intensidade de sinal foi aplicada a novas análises utilizando-se metanol como 
fase orgânica. 
5.5.2. TESTE DE CROMATOGRAFIA EM ANÁLISES POR HPLC-MS/MS 
Método B: Fase móvel composta de A: água B: ACN, ambos contendo ácido acético 
10 mM. Mesmas condições cromatográficas usadas no método A. 
Método C: Fase móvel composta de A: água B: MeOH, ambos contendo ácido acético 
10 mM. Mesmas condições cromatográficas usadas no método A. 
5.6. ESTUDOS DE DERIVATIZAÇÃO DAS MICROCISTINAS 
5.6.1. ESTERIFICAÇÃO DAS MC – SÍNTESE DOS PADRÕES INTERNOS 
Em um frasco de vidro, diluiu-se 15 µL da solução contendo padrões de MC-RR, -YR e 
–LR na concentração de 5 µg/mL em 135 µL de trifluoreto de boro em metanol. A reação foi 
mantida por 12 h e, após este período, evaporada em speedvac. O óleo resultante foi 
analisado via LC-MS/MS. 
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5.6.2. TESTES COM OS ANÁLOGOS À PORÇÃO MDHA 
 
As reações foram feitas empregando-se como substrato os análogos à porção Mdha 
(acrilamida e ácido 2-acetamidoacrílico) e os tióis nucleófilos (2-mercaptoetanol e N-acetil-
cisteína). Nas reações foram usados 0,1 mmol dos análogos e 0,5 mmol de um dos tióis em 4 
mL de tampão bicarbonato de amônio 50 mM (pH 8-9). As reações foram deixadas em 
agitação por 25h. O solvente das amostras foi evaporado à pressão reduzida os produtos 
foram analisados por ESI-MS. 
5.6.3. ADIÇÃO DA N-ACETIL-CISTEÍNA (TIOL 2) À MC-LR 
Misturou-se 1 µmol de N-acetil-cisteína, 10 nmol do padrão da MC-LR em 40 µL de 
tampão bicarbonato de amônio 50 Mm. A reação foi mantida sob agitação por 24h. A reação 
foi analisada via LC-MS/MS. 
5.6.4. ESTUDO DO IMPEDIMENTO ESTÉRICO NAS ADIÇÕES À MC-LR 
Em um frasco de vidro de 1 mL foi transferido 10 nmol de MC-LR, 10 µmol de N-
acetil-cisteína e 10 µmol de cisteína em 80 µL de tampão de bicarbonato de amônio. 
Portanto a reação tem um excesso de 1000 vezes de cada aminoácido em relação à 
microcistina. A reação foi mantida sob agitação e atmosfera de nitrogênio por 30 h e 
analisada via LC-MS/MS. 
5.6.5. ADIÇÃO DO 2-MERCAPTOETANOL (TIOL 1) À MC-LR. 
Em um recipiente de 2 mL foi pipetado 1 µmol de 2-mercaptoetanol, 10 nmol do 
padrão de MC-LR seguido por 89 µL de tampão bicarbonato de amônio 50 mM. A reação foi 
mantida sob agitação por 21h e analisada via LC-MS/MS. 
  
80 
5.6.6. ADIÇÃO DO 2-MERCAPTOETANOL (TIOL 1) ÀS MC-RR, -YR E –LR E AOS PI. 
Em um recipiente de 2 mL foi pipetado 20 µL da solução contendo padrões de MC-
RR, -YR e –LR na concentração de 5 µg/mL. Adicionou-se 180 de tampão bicarbonato de 
amônio 50 mM e 1 µL. A reação foi mantida sob agitação por 2 h e analisada via LC-MS/MS. 
A mesma metodologia foi aplicada aos PI. 
5.7. SÍNTESE DOS PROBES ÓPTICOS 
 
Síntese do 2,2’-dissufanediildietanol (20) - 55 mmol (18,109g) de ferricianeto de 
potássio foram solubilizados em 70 mL de água e adicionados a um frasco contendo 50 
mmol (3,530 mL) do tiol 1 solubilizados em 10 mL de água. A reação, que tinha coloração 
castanha, foi deixada por 4h em banho de ultrassom, onde adquiriu uma coloração verde. 
Ao final, extraiu-se o produto com éter etílico, e fez-se uma lavagem com solução de NaCl 
saturado. A fase orgânica foi secada com MgSO4 anidro e o solvente rotaevaporado. O 
produto foi analisado por RMN de ¹H e de ¹³C. Rendimento 94%. RMN  de ¹H (300 MHz, 
CDCl3)  2,40 (2H, s), 2,88 (4H, t, J = 5,7 Hz), 3,90 (4H, t, J = 5,7 Hz) RMN de ¹³C (300 MHz, 
CDCl3)  41,36, 60,50. 
 
Síntese do intermediário 24b - Em um balão de 50 mL, foi pesado 0,5 mmol (77 mg) 
do dissulfeto 20 e adicionados 30 mL de diclorometano, 0,1 mmol (~14 uL) de trietilamina e 
1 mmol (198 mg) de anidrido naftálico (23). A reação foi mantida sob agitação por 28h e 
analisada via RMN de 1H e ESI-MS. 
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Síntese do intermediário 27 - Em um balão de 10 mL foi pesado 0,1 mmol (30,8 mg) 
de antraceno-1,8-diamina monobocada (25) e adicionados 5 mL de diclorometano. Foi 
adicionado 0,1 mmol (10 mg) de anidrido succínico (26). A reação foi mantida em agitação 
por 21h e analisada por ESI-MS e RMN. 
 
Síntese do intermediário 28 - Em um frasco de 20 mL, mantido em banho de gelo, 
pipetou-se 10 mL de diclorometano anidro. Adicionou-se no frasco 0,2 mmol (82 mg) do 
antraceno 27, 0,2 mmol (24 mg) de N,N-dimetilaminopiridina (DMAP) e homogeneizou-se a 
solução. Adicionou-se 0,2 mmol (41 mg) de N,N’-diciclohexilcarbodiimida (31) e deixou-se 
reagir a 0 oC por 45 minutos. Retirou-se o frasco do banho, deixou-se reagir por 45 minutos à 
temperatura ambiente e, então, adicionou-se 0,15 mmol (23,1 mg) do dissulfeto 20 e 
deixou-se em agitação por 48h. A reação foi analisada por TLC e ESI-MS. 
 
Síntese do ácido 4-oxo-4-(fenilamino)butanoico (30) - Para um béquer de 100 mL 
foram transferidos 60 mL de clorofórmio, 20 mmol (1,830 mL) de anilina e 20 mmol (2,0 g) 
do anidrido 26. O sólido formado foi filtrado, lavado com diclorometano gelado, e o solvente 
foi removido por vácuo. A reação foi analisada por ESI-MS. 
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Síntese do éster 33 - Em um frasco de 20 mL, dilui-se 0,5 mmol (81,5 mg) do ácido 30 
em 4 mL de N,N-dimetilformamida (DMF). Adicionou-se 0,5 mmol (103 mg) de 31 diluído em 
2 mL de DMF e, em seguida, 0,5 mmol (61 mg) de DMAP diluídos no mesmo volume de 
solvente. Deixou-se a reação sob agitação por uma hora em banho de gelo, e adicionou-se 
0,25 mmol (33,5 mg) de 20. Retirou-se a reação do banho e deixou-se reagir à temperatura 
ambiente por 24.horas. A reação foi analisada por, ESI-MS e RMN de 1H. 
 
Síntese do dissulfeto 35 - Procedimento feito com base na literatura85. Em um frasco 
de 20 mL, 1 mmol (154 mg) do dissulfeto 20 e 2,2 mmol (308 uL) de trietilamina (Et3N) foram 
solubilizados em 2 mL de diclorometano anidro e a mistura foi mantida a 0oC. Solubilizou-se 
3 mmol (536 mg) de 34 em 1 mL de diclorometano e adicionou-se lentamente à solução 
contendo o dissulfeto 20. Após 20 minutos removeu-se o frasco do banho de gelo e deixou-
se a reação sob agitação por 48 horas a 40 oC. Ao fim, foi feita uma lavagem da reação com 
2x 30 mL de solução saturada de NaHCO3, seguidos por 30 mL de água. A fase aquosa foi 
extraída com 30 mL de diclorometano. A fase orgânica foi seca com MgSO4 e o solvente foi 
evaporado sob vácuo. A reação foi analisada ESI-MS e RMN de 1H e 13C. Rendimento 84%. 
MS: m/z [M+NH4]
+ (calc) 480,0637 (exp) 480,0643 RMN de 1H (300 MHz, CDCl3) δ 2,46 (1H, 
s), 2,85 (4H, t, J = 6,6 Hz), 4,21 (4H, t, J= 6,6 Hz), 7,35 (4H, d, J = 8,1), 7,78 (4H, d, J = 8,1). 
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Síntese da N,N’-(2,2’-dissulfanediilbis(etano-1,2-diil))dianilina (36) - Procedimento 
feito com base na literatura83. 0,1 mmol (46,2 mg) do dissulfeto 35, 10 mg de iodeto de 
potássio e 200 uL de anilina (29) foram transferidos para um tubo de reações de micro-
ondas. A reação foi mantida por 20 min a 150oC, com potência máxima de 100 W. Para 
remoção da anilina, foi feita uma destilação horizontal a 60 oC por 40 minutos e depois 70 oC 
por mais 40 minutos. A reação foi então submetida à coluna cromatográfica por exclusão, 
utilizando 100 g de Sephadex LH-20 e eluindo-se com diclorometano. Fez-se uma coluna 
cromatográfica com sílica, na proporção de 120:1, eluindo-se com gradiente de 
hexano/acetato de etila indo de 1-20% de acetato. As frações contendo o produto foram 
evaporadas e analisadas via TLC, ESI-MS, ¹H RMN e ¹³C RMN. Rendimento 35%. MS: m/z 
[M+H]+ (calc) 305,1141 (exp) 305,1140 RMN de ¹H (300 MHz, CDCl3) δ 2,88 (4H, t, J = 6,6 Hz), 
3,46 (4H, t, J=6,6 Hz), 6,61 (4H, d, J = 7,5), 6,73 (2H, t, J = 7,5), 7,15 (4H, m) ¹³C RMN (300 
MHz, CDCl3)  37,68, 42,39, 113,12, 117,95, 129,41, 147,39. 
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Síntese do 2-(fenilamino)etanotiol (37) - 1mmol (38 mg) de borohidreto de sódio foi 
adicionado a um frasco contendo 0,3 mmol (91 mg) do dissulfeto 36, previamente 
solubilizado em 2 mL de etanol. Após 1 h de agitação, adicionou-se 1 mmol (42 mg) de LiCl. 
Após 1h, adicionou-se 0,5 mL de água para solubilização do sólido formado. A reação foi 
mantida sob agitação por mais 1h. Ao final, adicionou-se 20 mL de solução saturada de 
NH4Cl e extraiu-se a fase aquosa com 3x50 mL de diclorometano. A fase orgânica foi lavada 
com 50 mL de NaCl. O líquido foi evaporado sob pressão reduzida e o produto analisado ESI-
MS, ¹H RMN e ¹³C RMN. Rendimento 90%. UVmax 245 nm ¹H RMN (300 MHz, CDCl3)  1,41 
(1H, t, J = 8,1 Hz), 2,75 (2H, qua, J = 6,6 Hz), 3,35 (2H, t, J = 6,3 Hz), 6,62 (2H, d, J = 7,8), 6,73 
(1H, t, J = 7,5), 7,18 (2H, t, J = 8,1). ¹³C RMN (300 MHz, CDCl3) 24,53, 46,79, 113,22, 118,08, 
129,51, 147,50. 
 
Síntese dos produtos 38 e 39 - 0,05 mmol (6 mg) do ácido 4 foi solubilizado em 1 mL 
de solução Na2CO3 200 mM em EtOH/H2O (1:3), e deixado sob atmosfera de N2. Em outro 
frasco, 0,1 mmol (30 mg) do probe 37 foi solubilizado em 1 mL de etanol e a solução foi 
adicionada ao frasco vedado contendo o ácido em atmosfera inerte. A reação foi mantida 
em agitação por 24h e analisada via TLC e ESI-MS. O mesmo procedimento foi aplicado à 
0,05 mmol (4mg) da amida 3, no lugar do ácido 4. 38 - MS: m/z [M+H]+ (calc) 283,1111 (exp) 
283,1111 39 – MS: m/z [M+H]+ (calc) 225,1056 (exp) 225,1090 
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7. APÊNDICES 
Espectro de RMN (300 MHz, CDCl3) de ¹H do dissulfeto 20.  
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Espectro de RMN de ¹3C (300 MHz, CDCl3)  do dissulfeto 20. 
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Espectro ESI-MS (+) do dissulfeto 35.  
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Espectro de RMN (300 MHz, CDCl3) de ¹H do dissulfeto 35.  
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Espectro de RMN de ¹H (300 MHz, CDCl3) do dissulfeto 36. 
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Espectro de RMN de ¹³C (300 MHz, CDCl3) do dissulfeto 36. 
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Espectro de ESI-MS (+) do dissulfeto 36. 
305,1140 = [M+H]+  
152,0550 = fragmento do 36 
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Espectro de RMN  de ¹H (300 MHz, CDCl3) do probe 37. 
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Espectro de RMN de ¹³C (300 MHz, CDCl3) do probe 37. 
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Espectro de ESI-MS (+) do produto 38. 
 
283,1111 = [M+H]+  
300,1498 = [M+NH4]
+ 
305,1191 e 152,0563 = 36  
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Espectro de ESI-MS do produto 39. 
 
225,1090 = [M+H]+  
247,0921 = [M+Na]+ 
305,1191 e 152,0563 = 36  
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